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El primer objetivo de la presente Tesis es desarrollar, optimizar y validar 
procedimientos analíticos que permitan la extracción de principios activos 
farmacológicos en muestras biológicas y su posterior determinación por cromatografía 
líquida acoplada a sistemas de detección de espectrometría de masas. Los 
procedimientos serán validados para el análisis de hasta 26 principios activos 
farmacológicos pertenecientes a muy diversas familias terapéuticas en músculo 
abdominal y glándula digestiva de especímenes de cangrejo rojo americano 
(Procambarus clarkii), y en especímenes de coquina de fango (Scrobicularia plana). Se 
optimizaran y validaran dos procedimientos haciendo uso de dos tipos de detección: 
espectrometría de masas de triple cuadrupolo y espectrometría de masas de cuadrupolo-
tiempo de vuelo (qTOF).  
 
En lo que respecta al procedimiento de extracción, se optimizará una extracción 
enzimática asistida por energía de microondas a baja potencia que permita buenas 
recuperaciones de los analitos en los especímenes seleccionados.  
 
Las especies a analizar han sido seleccionadas con la finalidad de su uso como 
organismos bioindicadores del espacio natural protegido “Parque Nacional de Doñana”, 
situado entre las provincias de Cádiz, Huelva y Sevilla (España). Usando la 
metodología analítica desarrollada en esta Memoria, se llevará a cabo un estudio 
temporal (6 años) sobre la presencia de principios activos farmacológicos en aguas y 
especímenes de Procambarus clarkii capturados en el Parque Nacional de Doñana y en 
su entorno más inmediato. 
 
Adicionalmente, se llevarán a cabo varios ensayos de exposición a escala de 
laboratorio empleando tres fármacos: flumequina, ciprofloxacina e ibuprofeno de 
especímenes de Procambarus clarkii y Scrobicularia plana a fin de evaluar su 













































Cada vez más, la preocupación y concienciación por la conservación y protección 
del medio ambiente es un tema que acapara titulares de medios de comunicación, 
agendas políticas y una parte importante de las publicaciones y comunicaciones 
científicas. Se puede encontrar un gran número de definiciones de medio ambiente entre 
las que destaca la dada en la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio 
Ambiente (Estocolmo, 1972): “es el conjunto de componentes físicos, químicos, 
biológicos y sociales capaces de causar efectos directos o indirectos, en un plazo corto 
o largo, sobre los seres vivos y las actividades humanas” [1]. Esta preocupación 
creciente se debe, principalmente, a tres factores: 
 
- La sobreexplotación de los recursos naturales, limitándose el futuro 
abastecimiento de los mismos. 
- El deterioro de calidad de vida fruto de la degradación ambiental. 
- La obligación moral de las generaciones actuales de preservar el patrimonio 
natural para futuras generaciones. 
 
Cualquier tipo de perturbación sobre el medio ambiente es perjudicial, tanto para 
el ser humano como para todas las especies que habitan en el ecosistema 
correspondiente. Ese tipo de “perturbación” es lo que conocemos como contaminación, 
que el Real Decreto Ley 1/2016 de 16 de diciembre define como “ la introducción 
directa o indirecta, mediante la actividad humana, de sustancias, vibraciones, calor o 
ruido en la atmósfera, el agua o el suelo, que puedan tener efectos perjudiciales para la 
salud humana o la calidad del medio ambiente, o que puedan causar daños a los bienes 
materiales o deteriorar o perjudicar el disfrute u otras utilizaciones legítimas del medio 
ambiente” [2]. Podría tomarse como punto de partida de la problemática de la 
contaminación ambiental en el comienzo de la Revolución Industrial, que produjo, no 
solo un extraordinario auge económico, científico y técnico, sino que, se inició el uso 
intensivo, extensivo e irracional de muchos recursos naturales. Este problema se ha ido 
agravando debido al elevado crecimiento de la población, y al incremento de las 
actividades antropogénicas. También han contribuido al deterioro ambiental accidentes 
involuntarios provocados por el hombre y desastres naturales tales como seísmos, 
desbordamiento de ríos e inundaciones, erupciones volcánicas, etc. Entre aquellas 
actividades antropogénicas se pueden destacar la minería, industrias químicas, 
metalúrgicas, petroleras, las actividades agrícolas, etc., que perjudican gravemente el 
medio ambiente debido a la liberación de compuestos tóxicos como metales pesados, 
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minerales radioactivos, plaguicidas y fertilizantes o dioxinas, entre otras muchas, y que 
reciben el nombre genérico de contaminantes ambientales. 
 
Hay que hacer una distinción entre contaminantes clásicos, que son sustancias 
perjudiciales, perfectamente conocidas y reguladas, como, por ejemplo, pesticidas e 
intermediarios industriales, por lo que se dispone de un gran número de métodos para su 
identificación y determinación, y los denominados como contaminantes emergentes: 
sustancias de muy diversa naturaleza química no reconocidas tradicionalmente como 
contaminantes, pero cuya presencia en el medio ambiente puede provocar efectos 
perjudiciales sobre el ecosistema y los organismos que habitan en él, así como en el ser 
humano.  
 
El control de todos los posibles contaminantes emergentes no está regulado por 
las administraciones públicas, por lo que la disponibilidad de técnicas y métodos 
oficiales para su análisis es nula o muy limitada. En los últimos años se han identificado 
un gran número de este tipo de sustancias, entre las que se pueden destacar: ácidos 
nafténicos, aditivos en gasolinas (metil tert-butil éter (MTBE) y 1,2-dibromobutano 
(EDB)), aromas sintéticos, benzotriazoles, compuestos perfluorados, algunos 
edulcorantes artificiales, fármacos, drogas de abuso, hormonas, disruptores endocrinos, 
filtros solares, micro y nanoplásticos, plastificantes, productos de degradación de 
pesticidas y nuevos pesticidas, productos derivados de procesos de desinfección de 
aguas, retardantes de llama, surfactantes, cianobacterias y algas, compuestos 
organometálicos, y, especialmente importantes son los principios activos 
farmacológicos, sus metabolitos y productos de degradación, por su naturaleza bioactiva 


















                         Tabla 1.1. Posible clasificación de los contaminantes emergentes [3]. 
 
Productos Farmacéuticos 
Antibióticos (veterinarios y humanos) Trimetoprima, eritromicina, lincomicina, sulfametoxazol 
Antiinflamatorios y analgésicos Codeína, ibuprofeno, acetominofen, ácido acetilsalicílico, diclofenaco, fenopreno 
Antidepresivos Diazepam 
Reguladores lipídicos Bezafibrato, ácido clofíbrico, ácido fenofíbrico 
β- bloqueantes Metaprolol, propanolol, timolol 
Medios de contraste de Rayos X Iopromida, iopamidol, diatrizoato 
Esteroides y hormonas α-etinilestradiol (EE2), estradiol, estrona, estriol, dietilestribestrol 
Drogas de abuso Metanfetaminas, metilendioximetanfetamina (MDMA), morfina, 6-acetilmorfina 
Productos de Cuidado Personal 
Fragancias Nitroalmizcles, musks policíclicos y macrocíclicos 
Filtros solares Benzofenona, metilbenciliden canfor 
Repelentes de insectos N,N-dietil-m-toluamida (DEET) 
Antisépticos Triclosan, clorofeno 
Surfactantes y metabolitos 
Alquilfenol etoxilados, alquilfenol carboxilados, alquilfenoles (nonilfenol y octilfenol) 
Retardantes de llama 




Nanopartículas de plata, TiO2, fulerenos 
Aditivos de Gasolina 
Dialquiléteres, metil-t-butil-éter (MTBE) 
Productos industriales 
Antimonio, agentes alquilantes (EDTA), sulfonas aromáticas 
Compuestos perfluorados 







          El consumo de medicamentos, tanto de uso humano como veterinario, ha crecido 
en las últimas décadas debido al aumento de la población a nivel mundial, cuya 
consecuencia inmediata ha sido un aumento de la demanda alimentaria, lo que lleva a 
una mayor explotación de las actividades agrícolas y ganaderas. Así, el consumo de 
antibióticos ha subido en un 65% a lo largo del último siglo, y no solo por el uso 
humano. En la Unión Europea están autorizados alrededor de 3000 principios activos, 
siendo Europa el segundo mayor consumidor de medicamentos de uso humano (24% 
del total) por detrás de EEUU.  
 
Entre las familias de los fármacos que actualmente se consideran más 
perjudiciales para el medio ambiente se encuentran: 
 
- Antibióticos, debido a la posibilidad de que las cepas se vuelvan resistentes a 
este tipo de fármacos con lo que pierden su actividad terapéutica. Esta familia 
ocupa el tercer puesto en volumen de uso de todos los medicamentos empleados 
en medicina humana, y el 70% de los empleados en medicina veterinaria. 
 
- Medios de contraste radiográfico, que no se eliminan en las plantas de 
tratamiento de aguas residuales alcanzando las aguas subterráneas y los suelos, y 
algunos de ellos tienen naturaleza radioactiva. 
 
- Citostáticos, debido a su gran potencia farmacológica ya que presentan 
propiedades carcinogénicas, mutagénicas o embriogénicas, y no se eliminan de 
forma adecuada en los procesos de depuración. 
 
- También cabe destacar la presencia de los estrógenos que se utilizan como 
anticonceptivos y en los tratamientos de los desórdenes hormonales como la 
menopausia que son los responsables de la aparición de fenómenos de 
feminización, hemafrodítismo y disminución de la fertilidad en ciertos 
organismos. 
 
Las actividades del ser humano, ya sean accidentales o voluntarias, son las 
principales responsables de la liberación de fármacos al medio ambiente. Se puede 
considerar como un vertido accidental la eliminación de este tipo de compuestos 
transformados total o parcialmente, en el sistema del alcantarillado. Del mismo modo, el 
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estiércol que excretan  los animales de granja que han sido tratados con fármacos se 
considera como un contaminante, ya que se deposita directamente sobre el suelo o bien 
se usa como fertilizante en campos agrícolas. Según las características de los suelos y 
las propiedades físico-químicas de este tipo de contaminantes emergentes, sus 
metabolitos y/o los productos de degradación, estos llegan a las aguas subterráneas 
contaminando los acuíferos o bien se quedan retenidos en el suelo afectando de esta 
forma al ecosistema y a los humanos a través de la cadena trófica. En la figura 1.1 se 
muestra un esquema de las posibles vías de entrada de los principios activos 
farmacológicos al medio ambiente. 









                                       
                                                 Figura 1.1. Vías de entrada de fármacos al medioambiente. 
 
Los fármacos  pueden llegar al medio ambiente mediante varias vías, de todas 
ellas, hay que destacar las aguas residuales urbanas que proceden, principalmente, de 
descargas de fuentes domésticas con un aporte adicional de escorrentías viales y fuentes 
industriales, se componen en un 99.9% de agua y un 0.1 % de sólidos disueltos y 
suspendidos. Este tipo de aguas pueden contener materia orgánica biodegradable y no 
biodegradable como aceite, disolventes y contaminantes orgánicos persistentes, 
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se produce una acumulación de este tipo de contaminantes emergentes en zonas 
agrícolas y ganaderas. 
 
El objetivo principal de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) es 
prevenir o minimizar el impacto medioambiental de las aguas recibidas de los efluentes 
y sus entornos. Las estaciones de las EDAR dependen de la naturaleza de las aguas 
receptoras. La recolección, tratamiento y descarga de aguas residuales municipales está 
regulada por la Directiva UE 91/271/CEE [4] que describe los procedimientos y 
actuaciones de las EDAR. El objetivo principal de las estaciones depuradoras es 
prevenir o minimizar el impacto medioambiental de las aguas recibidas de los efluentes 
y sus entornos. Las funciones de las EDAR dependen de la naturaleza de las aguas 
receptoras.  
 
El tratamiento de las aguas residuales urbanas es una secuencia continua de 




                                     
                                Figura 1.2. Etapas del tratamiento de aguas residuales en una EDAR[5]. 
 
Cuando las aguas residuales llegan a la planta de tratamiento, el primer paso que 
se lleva a cabo es el pre-tratamiento que consiste en una filtración con el fin de eliminar 
los residuos sólidos o de mayor volumen. Posteriormente tiene lugar el tratamiento 
primario en el que se eliminan sólidos en suspensión, los principales procesos físico-
químicos que se llevan a cabo en esta etapa son: sedimentación, flotación, coagulación-
floculación y filtración. Una vez completado el tratamiento primario, las aguas 
residuales se someten al tratamiento secundario que hace uso de procesos biológicos 
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que utilizan microorganismos a fin de eliminar la materia orgánica biodegradable, tanto 
coloidal como disuelta, así como compuestos que contienen nutrientes tales como 
nitrógeno y fosforo. Finalmente, se lleva a cabo el tratamiento terciario cuya finalidad 
es eliminar la carga orgánica residual y aquellas sustancias contaminantes que no se 
hayan eliminado en la etapa anterior. Para este último tratamiento se puede hacer uso de 
resinas de intercambio iónico, adsorción sobre carbón activo, ultrafiltración, ósmosis 
inversa, electro-desinfección, o membranas cerámicas.   
 
Según el tipo de tratamiento que se lleva a cabo, el porcentaje de eliminación de 
medicamentos en las aguas residuales es muy variable; así por ejemplo, en el caso del 
trimetoprima oscila entre un 40-70%; para la ciprofloxacina es del 86%; para la 
carbamazepina  es aproximadamente del 7%  para su forma inalterada y de un 44 % 
para el metabolito mientras que para la familia de los anti-inflamatorios no esteroideos, 
entre los cuales se encuentran el diclofenaco, ibuprofeno y el naproxeno, los porcentajes 
de eliminación son un 40% para la forma inalterada y de un 34% para la forma 
metabolizada, 90-95% y 66-93% respectivamente [3]. De forma genérica, en el 
tratamiento con lodos activos se consigue una eliminación entre un 40-86 % para los 
antibióticos, 66-95% para la familia de los anti-inflamatorios, 30-95% para los β-
bloqueantes y 50-83% para los reguladores lipídicos [3]. Debido a la elevada 
producción y consumo y a la continua introducción de estos compuestos, no necesitan 
ser especialmente persistentes para ocasionar efectos negativos por su continua 
acumulación en el medio ambiente. 
 
En los años 70 se demostró, por primera vez, la presencia de fármacos en aguas 
residuales de Estados Unidos con la detección del ácido clofíbrico, metabolito activo de 
varios reguladores lipídicos tales como clofibrato, etofibrato y etofilin [5]. Sin embargo, 
no fue hasta finales de los años 1990 y principios de 2000 cuando el interés sobre estos 
contaminantes emergentes en el medio acuático y en organismos vivos cobra fuerza. El 
desarrollo de nuevas técnicas analíticas como la cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas (LC-MS) ha permitido su identificación y/o determinación en 
aguas continentales de todo el mundo. Así, por ejemplo se identificó la presencia 30 
compuestos de diferentes familias terapéuticas, entre ellos fluoroquinolonas 
(ciprofloxacina), penicilinas (amoxicilina), sulfonamidas (sulfametoxazol), tetraciclinas 
(oxitetraciclina) y anti-inflamatorios no esteroideos (ibuprofeno) en aguas residuales 
urbanas de Italia [6]. En Almería se encontraron fármacos de diferentes familias como 
antiepilépticos (carbamazepina), anti-inflamatorios no esteroideos (ibuprofeno y 
diclofenaco), trimetoprima y β-bloqueantes (atenolol) en aguas procedentes de 
hospitales privados [7]. Cabe destacar que existe un gran número de referencias 
bibliográficas sobre la presencia de medicamentos en todos tipo de aguas, tanto 
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subterráneas como superficiales [8-10]. Un ejemplo cercano geográficamente, es la 
detección de atenolol, un β-bloqueantes, en aguas del río Guadalquivir en una 
concentración de 10 ng L-1 [11]. 
 
La presencia de fármacos y otros contaminantes en aguas condiciona, 
lógicamente, la vida de los organismos que viven en ellas o que hacen uso de las 
mismas. El agua es vital para el mantenimiento de los ecosistemas por lo que, si este 
medio se encuentra contaminado, se perjudica gravemente el desarrollo de la vida en 
ellos. Así pues, existen miles de referencias bibliográficas relacionadas con la 
contaminación de innumerables ecosistemas por metales pesados, pesticidas o 
hidrocarburos aromáticos policíclicos, [12, 13, 14, 15] que afectan tanto a especies 
vegetales como animales, sin embargo, son más escasos los estudios de la presencia de 
fármacos, productos de degradación de estos y metabolitos tanto en especies vegetales 
como animales. En la última década se han llevado a cabo estudios sobre la presencia de 
productos de cuidado e higiene personal, [16, 17,18] si bien estos aún son bastante 
escasos y en cuanto a su evaluación en especies vegetales prácticamente inexistentes.  
 
Cabe destacar que actualmente la comunidad científica muestra un gran interés 
por la determinación de medicamentos en animales debido a que algunos de ellos 
forman parte de la cadena alimentaria del ser humano. Entre 2000 y 2003 se observó un 
inusual incremento en la tasa de mortalidad de ejemplares jóvenes y adultos de una 
especie de buitres en Pakistán, disminuyendo drásticamente la población y situándolo 
en la lista de animales en peligro de extinción. Los buitres habrían estado expuestos a 
diclofenaco al alimentarse de ganado previamente tratado con este anti-inflamatorio no 
esteroideo, ocasionándoles fallo renal agudo y muerte. Es el primer caso documentado 
de desastre ecológico debido a la presencia de contaminantes emergentes en el medio 
ambiente [19].  
 
Uno de los primeros estudios sobre la presencia de fármacos de consumo 
veterinario en diferentes tipos de peces [20] identifica algunos principios activos 
farmacológicos de la familia de fluoroquinolonas tales como norfloxacina, 
ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina y flumequina en ejemplares de bacalao, 
lucio joven, perca, trucha arcoíris y trucha de lago. En lo que respecta al continente 
Europeo, se encontraron fármacos de diferentes familias, como anfenicoles (clorfenicol, 
tianfenicol), anti-inflamatorios no esteroideos (ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno y 
ácido salicílico), fluoroquinolonas (ciprofloxacina y norfloxacina), sulfonamidas 
(sulfametoxazol), anti-epilépticos (carbamazepina) y trimetoprima en el río Turia, que 
recibe aguas de dos plantas de cría de ejemplares de trucha en las que se emplean 
diversos tipos de fármacos [21].  
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Es de enorme interés profundizar en la metabolización, bioacumulación y los 
efectos fisiológicos de los fármacos en el organismo de las especies animales debido a 
que si estas especies forman parte de la cadena alimentaria del ser humano, pueden 
afectarle de forma negativa. Existen referencias a ensayos de bioacumulación y de 
metabolización de naproxeno en truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) procedentes de 
un criadero finlandés [22]. También se ha llevado a cabo un estudio similar con 
trimetoprima, sulfametoxazol y carbamazepina en pez mosquito (Gambusia holbrooki) 
procedente de estanques de agua dulce y salada de Miami [23]. Por último, cabe 
destacar el estudio de toxicidad de danofloxacina, enrofloxacina, trimetoprima y 
oxitetraciclina realizado sobre embriones de pez cebra (Danio rerio) [24]. 
 
En lo que se refiere al medio acuático, otros organismos sobre los que se han 
documentado estudios son los moluscos. Así pues, existen referencias sobre los efectos 
fisiológicos producidos por la presencia de diclofenaco e ibuprofeno en el mar Báltico 
[25]. El diclofenaco es uno de los anti-inflamatorios no esteroideos más frecuentes en 
las aguas, y se ha constatado su presencia tanto en aguas como en moluscos (Mytilus 
ediulis trossulus) en Francia [26]. Uno de los estudios más recientes, del año 2018, 
describe la presencia de trimetoprima y carbamazepina en moluscos (Perna viridis) y 
ostras (Crassostrea hongkongensis) procedentes de acuicultura de Hong-Kong [27]. 
Finalmente, cabe destacar que también existen referencias bibliográficas sobre la 
presencia, bioacumulación y eliminación de carbamazepina, sulfametazina y 
trimetoprima en crustáceos (Gammarus pulex) [28].  
 
Debido a la problemática de la presencia de fármacos en organismos vivos, que 
pueden entrar en la cadena trófica del ser humano, en 1990 la Unión Europea aprobó el 
Reglamento CEE Nº 2377/90 en el que “se establece un procedimiento comunitario de 
fijación de los límites máximos de residuos de medicamentos  veterinarios en los 
alimentos de origen animal”. Tras varias actualizaciones, hoy en día, está vigente el 
Reglamento CEE Nº 37/2010 “relativo a las sustancias farmacológicamente activas y 
su clasificación por lo que se refiere a los límites máximos de residuos en los productos 
alimenticios de origen animal”.  En la tabla 1.2, se muestra  una comparativa de los 
límites máximos de residuos (LMR) establecidos en ambos reglamentos para los 
fármacos objeto de estudio en esta Memoria. El cloranfenicol es uno de los principios 
activos farmacológicos que se encuentra en la lista de sustancias prohibidas en ambos 
reglamentos y por tanto no puede establecerse un LMR. 
 
 
Tabla 1.2. Comparación entre los  límites máximos de residuos de medicamentos veterinarios para especies animales destinadas al consumo humano establecidos en los Reglamentos CEE 
Nº 2377/90 y CEE Nº 37/2010. 
 Sustancia	farmacológicamente	activa	 Especie	animal	 LMR	(Reglamento	CEE	Nº	2377/90)	 LMR	(Reglamento	CEE	Nº	37/2010)	









Florfenicol	(Suma	de	florfenicol	y	de	sus	metabolitos		medidos	en	florfenicol-	amina)	 Peces			 1000	μg	kg-1	(músculo	y	piel	en	proporciones	normales)	 1000	μg	kg-1	(músculo	y	piel	en	proporciones	normales)	Flumequina	 Peces		Salmónidos	 600	μg	kg-1	(músculo	y	piel	en	proporciones	normales)	150	μg	kg-1	(músculo	y	piel	en	proporciones	normales)	 600	μg	kg-1	(músculo	y	piel	en	proporciones	normales)	Marbofloxacina	 Bovinos	y	porcinos	 150	μg	kg-1	(músculo,	hígado,	riñon),		50	μg	kg-1	(grasa)	y	
75	μg	kg-1	(leche	de	bovinos)	 150	μg	kg-1(músculo,	hígado,	riñon	),		50	μg	kg-1	(grasa)	y	75	μg	kg-1	(leche	de	bovinos)	Oxitetraciclina	 Todas	 100	μg	kg-1	(músculo	y	leche),	
300	μg	kg-1	(hígado),	600	μg	kg-1	(riñon)	y	200	μg	kg-1	(huevos)		
100	μg	kg-1(músculo	y	leche),		300	μg	kg-1	(hígado),	600	μg	kg-
1(riñon)	y	200	μg	kg-1	(huevos)		Sulfonamidas	 Todas	 100	μg	kg-1	(todos	los	tejidos	diana)	 100	μg	kg-1	(todos	los	tejidos	diana)	Tianfenicol	 Todas	 50	μg	kg-1	(todos	los	tejidos	diana)	 50	μg	kg-1		(para	todos	los	tejidos	diana)	Trimetoprima	 Todas	 50	μg	kg-1	(todos	los	tejidos	diana)	 50	μg	kg-1	(para	todos	los	tejidos	diana)	
Tras la 41ª Reunión de la Comisión del Codex Alimentarius, celebrada en julio de 
2018, se publica una nueva lista de límites máximos de residuos de medicamentos 
veterinarios en los alimentos, sin embargo, se trata de una lista de recomendaciones y 
no está al día de hoy trasladada a nuestra normativa. Así, para el caso de amoxicilina, 
los límites recomendados para el pescado de aleta son 50 µg kg-1 tanto para el músculo 
como para filete. Para oxitetraciclina, los límites son de 200 µg kg-1 para el músculo del 
pescado y para el músculo del langostino jumbo (Penaeus monodon), y por último se 
recomienda la presencia de un máximo 500 µg kg-1 para flumequina en el músculo de 
trucha. Para el resto de fármacos que aparecen en los dos reglamentos mencionados 




Tal y como se describe en numerosas reseñas bibliográficas, los organismos 
acuáticos, ya sean crustáceos o moluscos, se pueden emplear como indicadores de 
contaminación medioambiental debido a que acumulan en su organismo muchas 
sustancias contaminantes.  
 
Un bioindicador, es un organismo o conjunto de organismos, que tienen la 
propiedad de responder a la variación de un determinado factor abiótico o biótico del 
ecosistema, de tal manera que esta respuesta queda reflejada en el cambio de valor en 
una o más variables de cualquier nivel de dicho organismo [29]. Estas especies se 
emplean como un método indirecto de medida, representando a una variable a la que es 
más difícil acceder directamente. Se han identificado como tales organismos a 
numerosas especies de plantas, insectos, peces, reptiles o mamíferos, entre los cuales se 
pueden destacar: mariposas, nutrias, crustáceos, moluscos, esponjas marinas, líquenes, 
etc. 
 
Se considera como bioindicador ideal aquel que es sensible a pequeños cambios, 
ya sean físicos o químicos, del medio ambiente en el que habita y debe poseer las 
siguientes características: 
 
§ Presentar una amplia distribución geográfica. 
§ Ser una especie de fácil muestreo. 
§ Ser sésil o semisésil. 
§ Vivir en un territorio restringido. 
§ Ser un organismo bien conocido y estudiado a nivel biológico y fisiológico. 
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En la presente Tesis se han seleccionado dos especies como organismos  
bioindicadores, cangrejo rojo americano (Procambarus clarkii) y coquinas de fango 
(Scrobicularia plana), para estudios relacionados con la presencia de principios activos 





El cangrejo rojo americano (Procambarus clarkii) es un crustáceo nativo del 
suroeste de Estados Unidos que fue introducido en España en los años 60. La expansión 
del mismo estuvo favorecida por su resistencia al parásito Aphanomyces astaci que 
acabó con gran parte de los cangrejos europeos. En el año 1974 se introdujo esta especie 
procedente de Luisiana (EEUU) en los arrozales del Alto y Bajo Guadalquivir, además, 
los pescadores los distribuyeron por el Parque Nacional de Doñana a partir de la 
población natural de los cangrejos en los cauces y canales cercanos. Dos años después, 
se explotaba la producción de Procambarus clarkii en los arrozales y se capturaron los 
primeros ejemplares en el Arroyo de la Rocina y el Caño de las Nuevas, que se 
encuentra en el interior del Parque Nacional de Doñana. En el año 1977, la localización 
conocida como la Rocina era un lugar de captura de cangrejo rojo americano y en el año 
1979, las capturas de estos ejemplares se extienden por todo el Bajo Guadalquivir y 
embalses de Sevilla, Huelva y Cádiz; posteriormente en el año 1984, se registró la 
presencia de los primeros ejemplares en el Lucio del Bolín. En la actualidad, el 
Procambarus clarkii se considera una especie invasora, debido a que se encuentran 
ampliamente distribuidas en todo el territorio del Parque Nacional de Doñana y sus 





                                                        
                                                  Figura 1.3. Distribución del Procambarus clarkii [29]. 
 
 
A pesar de ser una especie invasora, sirve de alimento para las especies del Parque 
Nacional de Doñana y son un importante recurso económico para los habitantes de la 
zona. 
 
Desde el punto de vista biológico, el Procambarus clarkii (atribuido a Girard, 
1852) es un crustáceo decápodo que pertenece a la familia Cambaridae, cuya vida 
media oscila entre tres y once años. Presenta una coloración rojiza aunque puede 
presentar tonalidades verdes o marrones y alcanza una longitud entre 5.5 y 10 cm. En la 
figura 1.4 se muestran las diferentes tonalidades de ejemplares de Procambarus clarkii. 
 
Es omnívoro y se alimenta de plantas acuáticas, caracoles, anfibios, peces, y 
animales y plantas muertas. Se reproducen tras la fecundación en otoño, estación 
cuando la hembra excava galerías cercanas al agua para la puesta de huevos, quedando 
estos plegados a sus pleópodos. En primavera nacen pequeños cangrejos sin pasar por 
estadíos intermedios. Su hábitat natural son cursos de agua, lagos, pantanos, áreas 
agrícolas y charcas donde excavan túneles para refugiarse [33, 34]. 
 
El cangrejo rojo presenta una fisiología muy resistente, puede vivir en ambientes 
con niveles bajos de oxígeno disuelto (2-14 mg/L), soporta grandes cambios de 
temperaturas, siendo una temperatura óptima para la vida entre 17-22ºC, y, por último, 
presenta una notable resistencia a ambientes contaminados. En la figura 1.5 se muestra 




                                         
                                       Figura 1.4. Diferentes tonalidades de Procambarus clarkii [30,31] 
 
 





La Scrobicularia plana (atribuido a Da Costa, 1778) es un molusco bivalvo que 
pertenece a la familia Semelidae, también recibe el nombre de coquina de fango, 
coquina del Guadalquivir, coquina de río o coquina basta. Se caracteriza por presentar 
una concha quebradiza con valvas ovaladas y simétricas. Las valvas se unen por un 
ligamento que, junto a la “charnela”, permite la apertura de la concha. Presenta una 
coloración gris en la superficie exterior y en el interior es blanca-transparente. Presenta 
una longitud entre 5 y 7 cm. Vive enterrado en el sustrato blando en zonas de mareas 
con salinidad variable tales como rías y estuarios. Se encuentra ampliamente distribuida 
desde Noruega al Mediterráneo y el oeste de África [36]. En la figura 1.6 se muestra la 










El Parque Nacional de Doñana (PND) se encuentra situado en Andalucía, entre las 
provincias de Huelva, Sevilla y Cádiz, al sur de la Península Ibérica en las proximidades 
de la costa del Atlántico y en la desembocadura del río Guadalquivir. Se trata de un 
conjunto de Parque Nacional y Reserva Natural que está rodeado por varias reservas, 
parajes y monumentos naturales, así como por el paisaje protegido constituido por el 
corredor verde del Guadiamar. En el año 1969 recibe la calificación del Parque 
Nacional y en el año 1980 la UNESCO declara al PND como  Reserva de la Biosfera  y 
14 años más tarde se le otorga el título de Patrimonio de la Humanidad [38]. 
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El Parque Nacional de Doñana está situado sobre el acuífero Almonte-Marismas, 
del río Tinto al Guadalquivir,  y ocupa 3000 Km2. El drenaje natural del acuífero se 
produce a través del río Guadiamar, los arroyos de la Rocina y El Partido, y las propias 
marismas. Este lugar acoge una población humana aproximada de 200.000 habitantes 
distribuidos en 22 núcleos urbanos entre los que destacan La Palma del Condado, 
Almonte con la Aldea del Rocío, Sanlúcar la Mayor y el Aznalcóllar. En la figura 1.7 se 
muestra un mapa de localización de Parque Nacional de Doñana [39]. 
 
Debido a la cercanía del Parque con la localidad de Aznalcóllar, este espacio 
natural se vio contaminado en el año 1998 debido a la rotura de la balsa de lixiviados de 
la mina situada en dicha localidad, que produjo un vertido de residuos tóxicos (aguas 
ácidas de mina) de grandes dimensiones y cuyas consecuencias persisten aun en el 
medio ambiente veinte años después del mismo, constatando la presencia de metales 
residuales tales como cobre, zinc, cadmio, arsénico y plomo en suelos y muestras 
vegetales en las cercanías del Corredor Verde del Guadiamar [40]. 
 
 
                                            





En el Parque Natural de Doñana se integran una gran variedad de ecosistemas con 
una biodiversidad única en toda Europa, entre los que se pueden destacar las marismas, 
playas, dunas móviles, montes, bosques y lagunas. De todas ellas, las marismas son las 
que ocupan una mayor extensión, aproximadamente 27.000 hectáreas, y presentan una 
gran importancia ya que son un lugar de paso, cría e invernada para miles de aves 
europeas y africanas. 
 
Cabe destacar que Doñana presenta una gran diversidad de flora y fauna. Así, 
existen más de 900 especies de plantas vasculares y helechos, un gran número de 
especies vegetales raras o endémicas, unas 20 especies de peces de agua dulce, 11 
especies de anfibios, 21 de reptiles, 37 de mamíferos no marinos y 360 aves de las que 
cerca de 130 se reproducen en el interior del parque. También se debe de tener en 
cuenta la existencia de miles de invertebrados como insectos, arácnidos, anélidos, etc., 
entre los cuales hay un gran número aún sin catalogar [42,43]. 
 
Las actividades agrícolas son la principal fuente de ingresos en las cercanías del 
PND pero afectan negativamente a este espacio natural en tres formas:  
 
• Se lleva a cabo extracción de agua subterránea para usarla de regadío. 
• Las aguas superficiales se usan para arrozales. 
• Se produce contaminación por fertilizantes y plaguicidas usados en cultivos.  
 
Al noreste de marisma, con una extensión de 35000 hectáreas, se cultiva arroz, 
mientras que al noroeste y sobre las arenas estabilizadas, con una extensión de 4000 
hectáreas, se localizan los cultivos de fresa. En las proximidades del arroyo El Partido 
se han detectado elevadas concentraciones de nutrientes tales como NH4+, NO2-, NO3-,  
PO43-, metales como aluminio y cromo, cuya presencia se puede relacionar con el uso 
de fertilizantes y plaguicidas en las cercanías de Doñana. Otra posible causa de la 
presencia de compuestos nitrogenados es la presencia de un gran número de cabezas de 
ganado [44]. 
 
Además, los efluentes procedentes de almazaras, industrias de procesado de uva y 
vegetales, así como de industrias cárnicas y lácteas contaminan el arroyo de El Partido y 
el curso bajo del rio Guadiamar [45]. Por otro lado, cabe destacar que no todos los 
municipios cercanos al Parque Nacional de Doñana disponen de una Estación 
Depuradora de Aguas Residuales; las principales estaciones depuradoras se encuentran 









Los fármacos pertenecientes a la familia de quinolonas/fluoroquinolonas se 
emplean tanto en medicina humana como veterinaria. Las quinolonas de uso clínico 
tienen una estructura formada por dos anillos, con nitrógeno en la posición 1, un grupo 
carbonilo en la posición 4 y un grupo carboxilo en la posición 3. La farmacocinética y el 
espectro de actividad aumentan de manera significativa cuando se introduce un átomo 
de flúor en la posición 6, ya que mejora la penetración en tejidos y la unión a su diana. 




                                               
                                             Figura 1.8. Estructura común de las quinolonas 
 
 
En el presente trabajo se han estudiado siete fluoroquinolonas: ciprofloxacina 
(CPR), danofloxacina (DNF), enrofloxacina (ENR), flumequina (FMQ), 
grepafloxacina (GPF), gatifloxacina (GTF), norfloxacina (NRF) y una quinolona, 
marbofloxacina (MRB).  Existe un gran número de publicaciones científicas sobre la 
determinación de compuestos de esta familia de fármacos en diferentes matrices como, 
por ejemplo, detección de fluoroquinolonas en humor acuoso mediante LC-MS [47], o 
bien en orina mediante HPLC-DAD [48]. En lo que respecta a las muestras de origen 
animal, se ha empleado la cromatografía acoplada a espectrometría de masas [51, 52], 
se han determinado en leche de vaca mediante electroforesis capilar o MALDI-TOF/MS 
[49, 50], en gambas mediante cromatografía acoplada a un detector de fluorescencia 
[53]. Por  último cabe destacar las numerosas reseñas bibliográficas sobre la detección 
de quinolonas/fluoroquinolonas en muestras ambientales tales como en sedimentos 
mediante HPLC-FLD [54], en aguas ambientales, tejidos y fluidos biológicos de peces 
mediante LC-MS [55, 56].  
 
En la tabla 1.3 se muestra la fórmula molecular, algunos datos de interés, así 
como las indicaciones clínicas de las quinolonas/fluoroquinolonas estudiadas. 
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Las sulfonamidas fueron los primeros principios farmacológicos activos usados de 
forma efectiva para tratar infecciones de cualquier tipo, pero se dejaron de usar debido a 
que las bacterias adquirieron resistencias a ellas y al desarrollo de fármacos más activos 
y menos tóxicos. Sin embargo, actualmente, con la recuperación de la eficacia sobre 
ciertas bacterias y la aparición de la trimetoprima que actúa de forma sinérgica con las 
sulfonamidas, se ha vuelto a trabajar con este tipo de fármacos. Tal es así, que las 
sulfonamidas constituyen el segundo grupo de antibióticos más usado en la Unión 
Europea después de las tetraciclinas, con una media de un 23 % de las ventas totales en 
países como Dinamarca, Reino Unido y Alemania, mientras que en Estados Unidos 
éstas representan solo un 2,3%. 
 
Las sulfonamidas constituyen una familia de agentes antimicrobianos sintéticos, 
derivados todos ellos de la sulfanilamida, y utilizados principalmente en acuicultura y 
en ganadería, para el tratamiento de animales destinados a consumo humano. También 
son prescritos en medicina humana para el tratamiento de infecciones de tracto urinario, 
ojos y oídos, bronquitis crónicas, meningitis, así como algunos tipos de neumonía y 
diarrea, y suelen aplicarse en combinación con diaminopirimidinas como la 
trimetoprima, con el fin de potenciar su actividad antibiótica.  
 
El uso de las sulfonamidas en medicina humana es bastante escaso, mientras que 
en medicina veterinaria es elevado debido a que su coste es moderado. Son antibióticos 
de amplio espectro y muy efectivos como promotores de crecimiento, aunque este uso 
está prohibido actualmente (1831/2003/EC). 
 
En el presente trabajo, se han estudiado las siguientes sulfonamidas: sulfadiazina 
(SDZ), sulfamerazina (SMR), sulfametazina (SMT) y sulfametoxazol (SMX). 
 
En la bibliografía se ha descrito la determinación de sulfonamidas en gambas 
mediante LC/ESI/MS/MS [57], en miel, en huevos de gallina mediante HPLC-DAD 
[58] y en diversos alimentos por electroforesis [59]. También se ha descrito su análisis 
en aguas residuales urbanas mediante LC-MS/MS [60]. 
 
En la tabla 1.4 aparece la formula molecular, datos adicionales (CAS, peso 












Las tetraciclinas constituyen una familia terapéutica que incluye productos 
naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, demeclociclina) y semisintéticos 
(metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina, rolitetraciclina, tigeciclina, PTK 
7906) derivados de diferentes especies de Streptomyces spp. Pertenecen a la familia de 
antimicrobianos con actividad contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, 
bacterias aerobias o anaerobias y microorganismos atípicos como Chlamydia sp, 
Rickettsia sp, Micoplasma sp, Borrelia sp, Treponema pallidum, Helicobacter pylori, 
Plasmodium sp. Hoy en día, se ha reducido el uso de las tetraciclinas debido al 
desarrollo de cepas resistentes a las mismas y el desarrollo de nuevos agentes 
microbianos más eficaces que estas. 
 
Las tetracicilinas naturales y semisintéticas poseen un núcleo compuesto por 
cuatro anillos fusionados dando lugar a una estructura tetracíclica lineal. Todas forman 
complejos quelantes con cationes calcio, magnesio o hierro, dificultando de esta forma 


























Existe un gran número de referencias bibliográficas relacionadas con la de 
determinación de tetraciclinas en diferentes matrices tanto biológicas como ambientales. 
Así, se ha descrito la determinación de tetraciclinas en leche mediante sensor 
quimioluminiscente [61], espectrofluorimetría [62], o HPLC-ESI-MS/MS [63], en orina 
mediante electroforesis capilar [64], o en músculo de peces y en miel mediante UPLC-
MS/MS [65, 66]. Respecto a las muestras de matriz ambiental, se han determinado 
diversas tetraciclinas en muestras de agua a través de detección fluorimétrica [67] y en 
suelos mediante HPLC-PDA [68]. 
 
En esta Memoria se han estudiado solamente dos tetraciclinas: clortetraciclina 
(CLT) y la oxitetraciclina (OXT). En la tabla 1.5 se muestran las indicaciones clínicas 
de cada una de ellas y otros datos adicionales. 
 


















Esta familia de fármacos antimicrobianos, que derivan del ácido dicloroacético, 
incluye a cloranfenicol (CLF), florfenicol (FLF) y tianfenicol (TIF), objeto de estudio 
del presente trabajo. Hoy en día, tanto en medicina humana como veterinaria, se usan 
para el tratamiento de infecciones graves, como antibiótico de segunda elección, debido 
a que en los años 50 se demostró que podría provocar graves alteraciones permanentes 
de la sangre. 
 
No existe un gran número de referencias bibliográficas sobre la determinación de 
anfenicoles/fenicoles. Se han encontrado reseñas sobre la detección de esta familia de 
principios activos farmacológicos en leche mediante LC-MS/MS [69] o bien mediante 
HPLC-MS en Procambarus clarkii [70]. 
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 En la tabla 1.6 se muestran datos adicionales y las indicaciones clínicas de cada 
uno de los principios activos farmacológicos pertenecientes a esa familia de fármacos. 
 





















Los antiepilépticos es una familia de fármacos que se emplean para combatir, 
prevenir o interrumpir los ataques epilépticos y las convulsiones. La epilepsia es una 
enfermedad crónica del sistema nervioso central debida a la aparición de actividad 
eléctrica anormal en la corteza cerebral dando lugar a convulsiones violentas y pérdidas 
del conocimiento. Para tratar este tipo de enfermedad se emplean fármacos de 
composición química heterogénea. En este trabajo se estudiará un principio activo 
farmacológico perteneciente  a ese grupo, la carbamazepina (CBZ).  
 
En la bibliografía se describe la determinación de carbamazepina en muestras de 
aguas mediante HPLC-UV/FL [71], en plasma mediante HPLC-MS [72], en músculo de 
peces mediante LC-QTOF-MS/MS [73] o bien en suero humano mediante HPLC [74]. 
 
En la tabla 1.7 se muestran la formula molecular, los datos adiciones y las 





    












Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) son una de las familias de 
fármacos con mayor consumo a nivel mundial ya sea con o sin preinscripción medica 
debido a sus propiedades anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Se trata de un 
grupo muy heterogéneo químicamente. En el presente trabajo se han estudiado cinco 
AINES: ibuprofeno (IBU), ácido salicílico (SAC), diclofenaco sódico (DIC), 
ketoprofeno (KET) y naproxeno (NAX). 
 
Existe un gran número de reseñas bibliográficas sobre la determinación de AINES 
en diferentes matrices. A modo de ejemplo se pueden mencionar: determinación de 
estos fármacos mediante LC-MS quiral en aguas, sedimento de río y lodo [75]; en 
músculo de ratones mediante GC-MS [76]; en fluidos biológicos mediante HPLC [77]; 
en orina  mediante HPLC-UV/Vis [78].  
 
En la tabla 1.8 se muestran las indicaciones clínicas, formula molecular y datos 





















































Esta familia de fármacos se prescribe para el tratamiento de trastornos cardíacos y 
en la prevención posterior a un infarto de miocardio. La mayoría de los β-bloqueantes 
actúan como antagonistas puros, es decir que al unirse a un receptor no lo activan. En el 
presente trabajo se ha estudiado atenolol (ATN) que es un β-bloqueante cardioselectivo, 
es decir, tiene una mayor afinidad por los receptores β1 y β2. En la bibliografía se ha 
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descrito la determinación de atenolol en orina mediante HPLC y espectrofluorimetría 
[79, 80] y en plasma mediante RP-HPLC [81].  
 
La fórmula molecular, los datos adicionales y las indicaciones clínicas de ese 
principio activo farmacológico se muestran en la tabla 1.9. 
 











Las penicilinas pertenecen a la familia de antibióticos bactericidas y pueden ser de 
origen natural o semisintético. Contienen el núcleo de ácido 6-aminopenicilánico, que 
consiste en un anillo betalactámico unido a un anillo tiazolidínico. Las penicilinas de 
origen natural son producidas por diferentes especies de Penicillum spp. Las penicilinas 
difieren unas de otras por sustituciones en la posición 6 del anillo, donde cambios en la 
cadena lateral pueden inducir modificaciones en la actividad antibacteriana y en las 
propiedades farmacocinéticas.  
 
En la bibliografía se ha descrito la determinación espectrofotométrica de 
amoxicilina en medicamentos y en fluidos biológicos [82], así como la determinación 
mediante RP-HPLC y LC-MS/MS en plasma humano [83, 84].  
 
En el presente trabajo se ha seleccionado amoxicilina (AMX), cuyas indicaciones 
clínicas, la fórmula molecular y algunos datos adicionales se muestran en la tabla 1.10 
 














La trimetroprima (TMP) pertenece al grupo de fármacos denominados anfólicos, 
que son aquellos que inhiben la dihidrofólico reductasa (DHFR). Este fármaco inhibe de 
forma selectiva la DHFR, pero es menos potente en plásmidos y mucho menos en el 
caso de células humanas.  
 
La trimetroprima tiene efecto antibacteriano propio, pero casi siempre se utiliza en 
asociación fija con sulfametoxazol en proporción 5:1 (S:T); el nombre genérico de esta 
asociación es Co-trimoxazol. La trimetroprima es de 20 a 100 veces más potente que el 
sulfametoxazol.  
 
En la bibliografía se describe la determinación de este principio activo 
farmacológico mediante HPLC en plasma humano [86] y mediante electroforesis 
capilar en alimentos procesados de origen animal [85], entre otros. 
 
En la tabla 1.11 aparecen la formula molecular, datos adicionales (CAS, y pKa) y 
las indicaciones clínicas de trimetoprima. 
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                                    Capítulo	2			
Optimización	 y	 validación	 de	 un	 procedimiento	
cromatográfico	 con	 detección	 mediante	











Los siguientes patrones, de pureza entre el 97 y el 99% fueron adquiridos a Fluka 
Sigma-Aldrich, S.A. (Madrid, España): ciprofloxacina (CPR), danofloxacina (DNF), 
enrofloxacina (ENR), flumequina (FMQ), gatifloxacina (GTF), grepafloxacina (GPF), 
marbofloxacina (MRB), norfloxacina (NRF), clortetraciclina (CLT), oxitetraciclina 
(OXT), sulfametoxazol (SMX), sulfadiazina (SDZ), sulfametazina (SMT), 
sulfamerazina (SMR), trimetoprima (TMP), ibuprofeno (IBU), ácido salicílico (SAC), 
amoxicilina (AMX), carbamazepina (CBZ), atenolol (ATN), cloranfenicol (CLF), 
tianfenicol (TIF) y florfenicol (FLF). Metanol y acetonitrilo de calidad LC-MS y ácido 
fórmico de pureza 98-100% fueron suministrados por VWR International Eurolab 
(Barcelona, España). Proteinasa-K PCR recombinante, de concentración 20.2 mg mL-1, 
fue suministrada por Roche Diagnosis (Barcelona, España). El agua ultrapura utilizada 
se obtuvo de un sistema de purificación Milli-Q Millipore (Billerica, MA, USA). 
 
Se prepararon disoluciones stock de 400 mg L-1  de cada analito a partir de los 
patrones, excepto para CPR, OXT y CLT, cuya concentración fue de 100 mg L-1. Las 
disoluciones se prepararon disolviendo cada analito en metanol (DNF, ENR, FMQ, 
GTF, GPF, MRB, NRF, SMX, SMT, SDZ, SMR, TMP, AMX, CBZ, ATN, IBU y 
SAC), en agua ultrapura (CLT, OXT, CLF, TIF, y FLF), o en una mezcla 80:20 (v/v) 
metanol:agua (CPR). Todas las disoluciones permanecieron estables al menos durante 2 
meses conservadas a 4ºC excepto CPR, que solo permanece estable durante un mes a 
temperatura ambiente y CLT y OXT, que han de ser preparadas diariamente. Las 
disoluciones de trabajo se prepararon, a diario, por dilución en agua ultrapura, a partir 





El análisis cromatográfico se llevó a cabo usando un cromatógrafo líquido Agilent 
1290 Infinitity acoplado a un espectrómetro de masas de triple cuadrupolo y trampa 
lineal de iones Applied Biosystems 3200 QTRAP LC/MS/MS (ABSciex, Foster City, 
USA) equipado con una fuente de ionización de electrospray (TurboSpray®). Para la 
separación de los analitos se empleó una columna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB-
C18 (150 mm × 4.6 mm (i.d.), tamaño de partícula de 3µm) con una precolumna Zorbax 
ODS (12.5 mm × 4.6 mm (i.d.), tamaño de partícula 5 µm) (Agilent Technologies, 





La optimización de las condiciones de ionización de los analitos en la fuente de 
ionización electrospray (ESI) se llevó a cabo mediante infusión directa con bomba de 
jeringa de disoluciones acuosas de 500 µg L-1 de cada analito, tomando como óptima 
una señal superior a 105 cuentas por segundo. Para todos los analitos, a excepción de 
flumequina y el grupo de sulfonamidas, fue necesario añadir 10 µL ácido fórmico puro 
para incrementar suficientemente la señal. Se usó como modo de trabajo Multiple 
Reaction Monitoring (MRM) para la detección de cada ión “precursor” y los 
correspondientes fragmentos, monitorizados en Q1 y Q3. Se seleccionaron [M+H]+ y 
[M-H]- como iones precursores de ionización en modo positivo y negativo, 
respectivamente. Se usó nitrógeno a una presión de 4 psi como gas de colisión. Los 
gases de fuente (nitrógeno) GS1 y GS2 se optimizaron a 30 psi mientras que el gas de 
cortina (nitrógeno) se estableció a 20 psi . Los voltajes de ESI óptimos fueron 5,5 kV, 
para el modo positivo, y -4,5 kV para el negativo. La temperatura de la fuente se fijó a 
500 ºC para ambos modos de ionización. La optimización de parámetros del 
espectrómetro de masas (iones precursores, energía de colisión, potencial de salida en la 
celda de colisión y las transiciones de cuantificación y confirmación) se llevó a cabo la 
inyección de disoluciones de cada uno de los analitos disueltos en las fases móviles a un 
flujo de 10 mL min-1. Los iones padre seleccionados en el primer cuadrupolo (Q1) 
fueron fragmentados en la celda de colisión (Q2), y tanto los iones padre como los 
fragmentos fueron medidos en el tercer cuadrupolo (Q3). Para cada fármaco se 
monitorizaron dos iones, el ion de señal más intensa (Q3cuant), que se usó para 
cuantificar, mientras que el otro se usó para confirmar (Q3cualit). En la tabla 2.1 se 
muestran las condiciones óptimas de detección para cada uno de los analitos, así como 










                                                        Tabla 2.1. Condiciones óptimas de MS/MS para los principios activos farmacológicos  estudiados. 
 
 tR (min) Modo de ionización Transiciones MRM (m/z) DP EP CEP CE CXP 
Q1 Q3cuanti Q3cuali (volts) 
SAC	 3.90	 Positivo	 139	 121	 98	 46	 4	 20	 17/11	 4	
AMX 6.01 Positivo 366 114 134 31 5 44 23/41 4 
ATN 6.19 Positivo 267 145 190 41 4 16 21/33 4 
SDZ 8.03 Positivo 251 92 156 36 5 14 37/19 4 
TMP 8.89 Positivo 291 230 123 66 8 16 21/33 4 
MRB 9.27 Positivo 363 72 320 51 4 32 45/23 4 
SMR 9.40 Positivo 265 92 108 46 4 28 37/35 4 
NRF 9.63 Positivo 320 276 233 46 9 14 21/25 6 
OXT 9.87 Positivo 461 426 201 36 3.5 28 23/49 6 
CPR 9.87 Positivo 332 245 314 46 3.5 24 29/23 4 
DNF 10.34 Positivo 358 340 82 56 3.5 22 35/65 6 
SMT 10.35 Positivo 279 185 92 46 5 18 21/41 4 
GPF 10.51 Positivo 360 316 273 51 11 30 21/27 6 
GTF 10.96 Positivo 376 332 261 51 6.5 20 23/35 6 
ENR 12.24 Positivo 360 316 245 41 9.5 20 19/29 6 
CLT 12.33 Positivo 479 462 444 51 5 32 23/25 6 
SMX 13.84 Positivo 254 156 92 41 4,5 12 19/35 4 
CBZ 15.43 Positivo 237 194 192 46 4 12 33/21 4 
FMQ 15.81 Positivo 262 244 202 46 5 24 19/35 4 
TIF 7.93 Negativo 354 185 79 -40 -9 -28 -30/-44 -2 
FLF 13.21 Negativo 355 185 110 -35 -10.5 -22 -26/-44 -2 
CLF 14.83 Negativo 321 152 121 -40 -7.5 -26 -26/-46 0 
IBU 20.96 Negativo 204 161 159 -20 -6.5 -16 -6/-4 -2 
DP: Potencial entre Q0 y el orificio(Declustering potential); EP: Potencial de entrada (Entrance potential); CE: Energía de colisión (Collision energy;) CEP: Potencial de entrada en la 






Tomando como base un procedimiento cromatográfico previo [1] se optimizó la 
separación de los 23 principios activos farmacológicos seleccionados en esta Memoria. 
Se ensayaron diferentes gradientes a fin de conseguir la mejor resolución de los 
correspondientes picos cromatográficos. En la tabla 2.2 se muestran las condiciones 
óptimas de separación de los 19 analitos que se analizan con detección en modo 
positivo, y en la tabla 2.3 de los otros 4 analitos que se detectan en modo negativo. A 
fin de evitar la posible degradación de los analitos durante el proceso de medida, las 
muestras se mantuvieron a 10ºC en el automuestreador. Se termostatizó, asimismo, la 
columna de separación cromatográfica a 20ºC. En las figuras 2.1 y 2.2 se muestran dos 
cromatogramas (modo positivo y negativo respectivamente) obtenidos con la separación 
cromatográfica optimizada para una disolución patrón (de 50 µg L-1) conteniendo los 23 
compuestos analizados. 
 
                               
                                 Tabla 2.2. Gradiente de elución para el modo de ionización positivo. 
 
Tiempo	(min)	 %Fase	móvil	A	(*)	 %	Fase	móvil	B	(*)	 Flujo	(μL	min-1)	
0.0	 100	 0	 400	
12.0	 70	 30	 400	
17.0	 0	 100	 400	
21.0	 0	 100	 400	
21.1	 100	 0	 400	
26.0	 100	 0	 400	
                       * A: Disolución acuosa de ácido fórmico al 0.1 % (v/v); B: Acetonitrilo. 























                        Figura 2.1. Cromatograma en modo positivo (concentración de 50 µg L-1).               
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                       Tabla 2.3 Gradiente de elución para el modo de ionización negativo. 
 
Tiempo	(min)	 %	Fase	móvil	A(*)	 %	Fase	móvil	B	(*)	 Flujo	(μL	min-1)	
0.0	 90	 10	 400	
15.0	 70	 30	 400	
15.1	 70	 30	 400	
21.0	 0	 100	 400	
21.1	 100	 0	 400	
26.0	 100	 0	 400	

















Figura 2.2. Cromatograma en modo negativo (concentración de 50 µg L-1). 
 
 
2.4	 Optimización	 del	 procedimiento	 de	 extracción	 de	 músculo	
abdominal	y	glándulas	digestivas	de	Procambarus	clarkii	
 
Para optimizar el procedimiento de extracción se tomó como referencia un 
método basado en una digestión enzimática asistida por microondas a baja potencia 
previamente desarrollado en nuestro Grupo de Investigación para la determinación de 
fármacos en músculo de peces [2]. Se llevaron a cabo numerosos ensayos para adaptar 
el procedimiento de extracción al tipo de muestra objeto de estudio a fin de optimizar la 
recuperación, selectividad y minimizar el posible efecto matriz en la posterior 
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determinación mediante espectrometría de masas. Para ello, se estudiaron y optimizaron 
los diferentes parámetros implicados en el proceso de extracción: disolvente extractante, 
tiempo y potencia de extracción e influencia de la presencia de enzima Proteinasa-K. 
 
Para la optimización de las variables de extracción se emplearon especímenes 
suministrados por la empresa SEAFOOD SEVILLA S.L. (Isla Mayor, Sevilla). Los 
cangrejos se diseccionaron, separando el músculo abdominal y la glándula digestiva (de 
color amarillo, y que ocupa la mayor parte del celoma en la región cefalotorácica, 
figuras 2.3 y 2.4).  
 
 
                                                      
                                                   Figura 2.3. Anatomía del Procambarus clarkii. 
 
   
 
Figura 2.4. Disección de los especímenes de P.clarkii; a la izquierda se muestra el músculo abdominal y a 
la derecha glándula digestiva. 
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Se pesaron el músculo abdominal y las glándulas digestivas de cada espécimen y, 
tras su congelación a -80°C se liofilizaron durante 48 y 96 horas, respectivamente. Las 
muestras liofilizadas y trituradas en mortero de ágata fueron almacenadas a -80°C hasta 
su análisis. 
 
Para los diferentes ensayos de optimización se usaron 0.5 g de un “pool” de 
muestra liofilizada (músculo abdominal o glándula digestiva) ya que en estudios previos 






Se llevaron a cabo una serie de ensayos previos a fin de conocer la estabilidad de 
los analitos frente a la energía de microondas. Se seleccionó una potencia de 
microondas de 50 W como punto de partida teniendo en cuenta la experiencia de 
estudios previos que incluían a varios de los analitos seleccionados [1]. Para ello, se 
prepararon disoluciones acuosas de 250 µg L-1 conteniendo todos los analitos, se 
introdujeron en los reactores del microondas y se aplicó una potencia constante de 50 W 
a diferentes tiempos (5, 7 y 10 minutos). Una vez fríos los reactores, las distintas 
disoluciones se inyectaron en el cromatógrafo. Se constato que a esta potencia algunos 
de los analitos se degradan a tiempos superiores a los 5 minutos, por lo que se fijó 50 W 





Para la elección del disolvente extractante óptimo se ensayaron metanol, 
acetonitrilo y agua, ya que un estudio previo [1] mostró que en muestras de tejido de 
pez estos disolventes son los que producen mejores rendimientos de extracción y 
menores efectos matriz. Para ello, porciones de 0.5 g de muestra liofilizada y triturada 
(músculo abdominal o glándula digestiva) fueron fortificadas con los analitos 
añadiendo, gota a gota y con continua agitación, 5 mL de disolución acuosa conteniendo 
0.25 µg de cada uno de los 23 principios activos farmacológicos seleccionados; a 
continuación, las muestras se dejaron en reposo en el frigorífico a 4ºC durante 12 horas 
y, posteriormente, fueron congeladas a -80ºC, y liofilizadas de nuevo.  
 
Las muestras fortificadas fueron extraídas en el microondas a 50 W durante 5 
minutos con 5 mL de cada extractante y 5 µL de ácido fórmico puro. Una vez frías, se 
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centrifugaron a 7000 rpm durante 10 minutos (20 minutos en el caso de glándulas 
digestivas) y la fase líquida separada se evaporó a sequedad bajo corriente de nitrógeno. 
El extracto seco se reconstituyó en 1 mL de disolución acuosa de ácido fórmico al 0,1%  
(v/v), se microfiltró a través de un filtro de PTFE (0,2 µm) y se inyectó (10 µL) en el 
sistema cromatográfico. El extracto reconstituido procedente de las glándulas digestivas 
fue nuevamente centrifugado antes de su microfiltración. 
 
Los resultados obtenidos mostraron recuperaciones por debajo del 50% para todos 
los analitos y los diferentes extractantes, por lo que se ensayó con mezclas 1:1 (v/v) de 
los mismos. Se obtuvieron los mejores resultados en el caso de la mezcla 1:1 
agua:acetonitrilo con rendimientos que oscilaron en el rango 60-90% para, 
prácticamente, todos los analitos estudiados excepto para las tetraciclinas, cuyos 
rendimientos de extracción se aproximaron al 50%. La mezcla 1:1 acetonitrilo:metanol 
condujo a rendimientos de extracción del orden del 70% en el caso de las 
fluoroquinolonas no obteniéndose resultados satisfactorios para el resto de los analitos. 
Asimismo, la mezcla 1:1 metanol:,agua da lugar a muy bajos rendimientos de 
extracción, que en el caso de las sulfonamidas, se sitúan alrededor del 40%. Por todo lo 
expuesto, se tomó como disolvente extractante óptimo una mezcla 1:1 
agua:acentonitrilo. 
 
En un estudio previo [2] se demostró que la presencia de la enzima Proteinasa-K 
a pH ligeramente ácido, en combinación con la energía de microondas, mejora 
considerablemente los rendimientos de extracción de algunos principios activos 
farmacológicos. Por ello, 0.5 g de músculo abdominal o glándula digestiva de P.clarkii  
(fortificados con 0.25 µg de cada uno de los 23 analitos) se introdujeron en los reactores 
de microondas y se añadieron 5 mL de una mezcla acetonitrilo:agua (1:1 v/v), 50 µL de 
Proteinasa-K y 5 µL de ácido fórmico puro. Las muestras fueron tratadas a 50 W de 
potencia durante 5 minutos. Tras enfriar los reactores, sus contenidos se centrifugaron a 
7000 rpm durante 10 minutos (20 minutos en el caso de las glándulas digestivas). El 
extracto líquido sobrenadante se evaporó bajo una corriente de nitrógeno y el extracto 
seco correspondiente se reconstituyó con 1 mL de disolución acuosa de ácido fórmico al 
0.1 % (v/v). La disolución resultante fue microfiltrada a través de un filtro de PTFE (0.2 
µm) e inyectada (10 µL) en el cromatógrafo. El extracto reconstituido procedente de las 
glándulas digestivas fue nuevamente centrifugado antes de su microfiltración.  
 
En la tabla 2.4 se muestran los resultados obtenidos para las extracciones de 
muestras fortificadas, con y sin Proteinasa-K. Las recuperaciones se calcularon 
tomando dos réplicas por cada una de las muestras y las desviaciones se expresan en 
función de la desviación estándar absoluta. 
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Tabla 2.4. Recuperaciones de los analitos tras la extracción con y sin Proteinasa-K  














SAC	 114±9	 97±2	 107±3	 93±2	
AMX	 72±	0.8	 63	±	3	 75	±	0.2	 60	±	2	
ATN	 80	±0.4	 70	±3	 79	±	0.3	 71	±	3	
SDZ	 96	±	3	 84	±	5	 98	±	1	 81	±	6	
TMP	 71	±	1	 60	±	2	 75	±	3	 64	±	3	
MRB	 81±	2	 70	±	8	 88	±	1	 74	±	6	
SMR	 83	±	4	 72	±	7	 92	±	2	 86	±	3	
NRF	 84	±	3	 70	±	6	 81	±	4	 73	±	2	
OXT	 77	±	1	 64	±	8	 79	±	0.5	 68	±	2	
CPR	 89	±	1	 76	±	3	 91	±	2	 84	±	5	
DNF	 71	±	2	 62±	8	 81	±	1	 72		±	6	
SMT	 91	±	2	 81	±	2	 88	±	3	 84	±	1	
GPF	 76	±	0.8	 64	±	8	 86	±	0.2	 74	±	6	
GTF	 83	±	4	 72	±	7	 87	±	6	 76	±	2	
ENR	 79	±	1	 61	±	4	 80	±	0.5	 72	±	3	
CLT	 84	±	3	 83	±	4	 82	±	1	 80	±	2	
SMX	 97	±	0.5	 85	±	5	 93	±	0.9	 87	±	2	
CBZ	 87	±0.9	 74	±		2	 90	±	1	 80	±	3	
FMQ	 77	±	4	 60	±	5	 79	±	2	 63	±	3	
TIF	 76	±	2	 66	±	5	 78	±	1	 69	±	6	
FLF	 78	±	2	 65	±	5	 80	±	3	 69	±	2	
CLF	 81	±	0.6	 68	±	4	 83	±	0.8	 79	±	0.5	
IBU	 84	±	12	 67	±	6	 86	±	10	 69	±	9	
 
Como puede observarse, la presencia de Proteinasa-K, en combinación con una 
baja potencia de microondas, mejora los rendimientos de extracción para los dos tipos 
de muestras analizadas. En el caso del músculo abdominal las recuperaciones oscilan 
entre 71-100% en presencia de Proteinasa-K y entre 60-97% sin la presencia de enzima. 
Para las glándulas digestivas, los rendimientos oscilan entre 75-100% (con Proteinasa-
K) y entre 60-93% (sin Proteinasa-K).  
 
En base a las optimizaciones realizadas, el procedimiento de extracción de los 
principios activos farmacológicos queda tal y como se muestra en la figura 2.5.  
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La ISO define la validación aplicada a los métodos analíticos como el proceso por 
el cual queda establecido, mediante estudios experimentales, que la capacidad del 
método satisface los requisitos para la aplicación analítica requerida. 
 
Hoy en día contamos con una extensa variedad de documentación acerca de la 
validación de los métodos analíticos y son numerosas las organizaciones que fomentan 
su difusión e importancia: la AOAC (Association of Official American Chemists), ICH 
(International Conference on Harmonisation), EURACHEM (European Analytical 
Chemistry), USP (United States Pharmacopedia), CDER (Center for Drug Evaluation 
and Research), EMA (European Medicines Agency), etc. 
 
La validación de la metodología empleada en este trabajo se realizó siguiendo las 
recomendaciones de la Comisión Europea de 12 de Agosto de 2002, por la que se aplica 
la Directiva 96/23/CE que regula la validación de métodos analíticos para análisis de 
residuos contaminantes en matrices biológicas y sustancias alimentarias. 
  
La metodología propuesta fue validada teniendo en cuenta los siguientes 
parámetros de calidad: linealidad, sensibilidad (limites de detección (LOD) y de 
cuantificación (LOQ)), límites de decisión (CCα) y capacidad de detección (CCβ), 
efecto matriz (efecto de supresión o realce de ionización y el efecto matriz 
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generalizado), precisión y recuperación. Para llevar a cabo el proceso de validación se 
emplearon “pools” de músculo abdominal o glándula digestiva de P.clarkii. 
 
La linealidad se estimó mediante una calibración en matriz (matrix-matched 
calibration). Para ello, los extractos “blanco” de músculo abdominal o glándula 
digestiva se fortificaron, como se ha descrito previamente, a diez niveles de 
concentración, en el rango entre 0.25-250 ng mL-1, lo que se corresponde con 
concentraciones de 0.5 a 500 ng g-1 en las muestras liofilizadas. 
 
Los límites de detección y de cuantificación se calcularon como la mínima 
concentración del analito que permite observar una relación señal/ruido de 3 y 10, 
respectivamente, en las muestras fortificadas (n=3). 
 
Para evaluar la precisión del método, se realizaron estudios de repetibilidad (en 
un único día) y de precisión intermediaria (durante un mes). La precisión del método se 
evaluó mediante la comparación de los valores de concentración real y los obtenidos a 
partir de la recta de regresión para los estándares de validación y calculando la 
desviación estándar relativa (RSD).  
 
En la tabla 2.5 aparecen los valores obtenidos para los parámetros relacionados 
con la linealidad, precisión y sensibilidad. Se pueden observar buenos rangos lineales, 
que oscilan entre 1 y 500 ng g-1 (ENR hasta 250 ng g-1). Las desviaciones estándar se 
determinaron para seis réplicas (repetibilidad) a tres niveles de concentración (10, 100 y 
500 ng g-1) (ENR hasta 250 ng g-1) y en los días 1, 3 y 7, obteniéndose, en general, 
valores inferiores al 5% y valores máximos cercanos al 10%. Además, se obtuvieron 
adecuados límites de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ) para los principios 


























	(ng	g-1)	10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	
SAC	 0.9998	 99.56	 12.6-500	 0.9	 0.2	 0.8	 5.4	 8.8	 2.9	 3.8	 12.6	
AMX	 0.9997	 99.35	 6.2-500	 0.5	 2.0	 0.8	 6.1	 6.1	 4.2	 1.9	 6.2	
ATN	 0.9978	 98.28	 3.0-500	 0.3	 1.6	 0.7	 4.9	 6.6	 5.1	 1.5	 3.0	
SDZ	 0.9968	 99.92	 10.8-500	 0.6	 3.4	 0.2	 4.4	 10.5	 8.5	 3.2	 10.8	
TMP	 0.9934	 98.69	 4.7-500	 1.9	 3.7	 1.9	 3.2	 10.4	 4.4	 1.4	 4.7	
MRB	 0.9996	 98.17	 2.8-500	 3.2	 1.1	 2.1	 8.9	 7.9	 4.5	 0.6	 2.8	
OXT	 0.9963	 92.13	 2.8-500	 5.7	 7.1	 7.8	 10.5	 15.3	 5.4	 0.8	 2.8	
NRF	 0.9984	 95.84	 10.0-500	 9.9	 6.7	 2.4	 6.5	 17.9	 11.1	 6.1	 10.0	
SMR	 0.9978	 98.71	 1.3-500	 0.6	 6.1	 1.3	 5.1	 4.3	 5.4	 0.4	 1.3	
CPR	 0.9945	 95.06	 3.5-500	 0.6	 3.8	 5.1	 8.4	 10.0	 12.9	 1.0	 3.5	
DNF	 0.9979	 99.70	 1.0-500	 7.8	 8.4	 0.5	 9.9	 5.7	 3.5	 0.3	 1.0	
GPF	 0.9942	 91.64	 2.2-500	 5.4	 2.1	 5.6	 9.9	 12.3	 5.4	 0.7	 2.2	
SMT	 0.9983	 99.35	 11.2-500	 3.2	 7.4	 2.1	 6.1	 8.9	 2.1	 3.5	 11.2	
CLT	 0.9971	 99.24	 1.7-500	 0.4	 0.6	 0.1	 8.1	 9.9	 5.9	 0.5	 1.7	
GTF	 0.9997	 97.18	 1.0-500	 1.5	 0.9	 3.0	 3.1	 9.7	 9.4	 0.3	 1.0	
SMX	 0.9982	 98.42	 1.0-500	 0.8	 4.8	 1.2	 2.6	 7.1	 2.9	 0.3	 1.0	
ENR	 0.9998	 99.84	 2.8-250	 2.3	 5.8	 0.5**	 8.6	 2.3	 4.0**	 0.8	 2.8	
CBZ	 0.9946	 98.11	 1.3-500	 0.6	 1.5	 1.3	 4.9	 6.4	 3.8	 0.9	 1.3	
FMQ	 0.9997	 99.14	 3.8-500	 0.5	 1.1	 1.1	 5.7	 7.8	 4.2	 1.1	 3.8	
TIF	 0.9978	 99.56	 3.9-500	 6.4	 2.6	 0.7	 1.5	 2.2	 2.2	 1.2	 3.9	
FLF	 0.9954	 98.60	 1.0-500	 10.2	 3.5	 1.5	 3.1	 2.5	 7.3	 0.3	 1.0	
CLF	 0.9965	 98.07	 1.0-500	 10.2	 0.5	 2.1	 9.1	 6.8	 12.7	 0.3	 1.0	
IBU	 0.9997	 96.44	 5.0-500	 4.4	 0.7	 4.6	 9.9	 8.0	 9.5	 1.5	 4.7	
                  * Los datos obtenidos se representan en función del porcentaje de la desviación estándar (%RSD). ** Nivel de fortificación 250 ng g
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El efecto matriz se estudió evaluando la influencia de la naturaleza y cantidad de 
muestra sobre el proceso de extracción y sobre el proceso de ionización en el detector 
de masas. Para ello se usó el procedimiento propuesto por Hoff et al. [3], que consiste 
en una modificación del método original propuesto por Matuszweski et al. [4]. Se 
obtuvo, un resultado de porcentaje de recuperación que contiene, tanto los efectos de 
realce o supresión de ionización, producidos en la matriz sobre el proceso de ionización, 
como el efecto de la matriz sobre la recuperación en el proceso de extracción. El 
método de Hoff usa el área absoluta de las señales analíticas (picos) correspondientes a 
tres tipos de muestras: disoluciones estándar de patrones (S), muestras fortificadas antes 
del procedimiento de extracción (TS) y muestras fortificadas tras el procedimiento de 
extracción (R). Con estos datos de áreas de pico, se calculan tres parámetros: efecto 
matriz (ME), recuperaciones del método de extracción (RER) y recuperaciones totales 
del método (RE), tal y como se muestra a continuación:    
 𝑀𝐸 % = 𝑇𝑆𝑆 ×100 − 100 
 𝑅𝐸! = 𝑅𝑇𝑆×100 
 𝑅𝐸 % = 𝑅𝑆 ×100 = (𝑀𝐸 + 100)×𝑅𝐸!100  
 
Como se puede observar en la tabla 2.6 (desviaciones estándar), el efecto sobre la 
ionización debido a la matriz es, para la mayoría de los analitos, negativo, lo que 
implica cierta supresión en dicha ionización, salvo para SAC, DNF y TIF, que muestran 
un realce de ionización entre el 2 y el 5%. Para el resto de los analitos el efecto matriz 
varía desde valores bajos (<20%) a medios (20-40%), sin embargo, en el caso de las 
fluoroquinolonas, GTF y FMQ, se obtienen valores altos de supresión de ionización 
(>40%) (-43.8 para el caso de GTF y -51.4 para FMQ). De acuerdo con los datos 
obtenidos, se hace imprescindible realizar una calibración en matriz (matrix matched 
calibration) para llevar a cabo los análisis en muestras de músculo abdominal y 
glándula digestiva de P.clarkii. Para el método de extracción propuesto se obtuvieron 








Tabla 2.6. Evaluación del efecto matriz para las muestras de músculo abdominal y 
                 glándula digestiva a 250 µg L-1.    
 
  
Músculo abdominal Glándula digestiva 
















AMX  -6.8 71.5 66.7 -7.5 70.8 65.5 
ATN  -4.9 81.3 77.3 -5.1 82.6 78.4 
SDZ  -15.6 95.6 80.7 -14.9 94.3 80.2 
TMP  -39.5 71.1 43.0 -38.1 72.4 44.8 
MRB  -18.8 81.4 66.1 -17.6 80.8 66.6 
OXT  -38.5 76.8 47.2 -37.2 77.4 48.6 
NRF  -15.3 84.4 71.5 -14.9 85.3 72.6 
SMR  -10.8 93.6 83.5 -11.5 92.4 81.8 
CPR  -22.8 89.4 69.0 -21.7 88.1 68.9 
DNF  4.0 70.7 73.6 3.6 71.3 73.9 
GPF  -36.1 76.3 48.7 -35.8 75.2 48.3 
GTF  -13.2 91.2 79.2 -12.8 90.7 79.0 
ENR  -13.4 78.8 68.2 -12.4 77.9 68.2 
CLT  -19.8 84.5 67.8 -20.1 85.2 68.1 
SMX  -9.6 96.6 87.4 -9.2 95.7 86.9 
CBZ  -3.7 85.7 82.5 -4.0 84.9 81.5 
FMQ  -51.4 98.6 47.9 -52.5 97.4 46.3 
TIF  5.1 75.8 79.7 4.6 74.9 78.3 
FLF  -25.7 77.9 57.9 -26.3 78.4 57.7 
CLF  -19.2 80.5 65.1 -19.9 81.2 65.0 
IBU  -37.0 84.2 53.1 -36.3 83.7 53.3 
                    %RSD: 8% 
 
La veracidad se evaluó mediante ensayos de recuperación de muestras 
fortificadas que se sometieron al procedimiento de extracción y se midieron usando la 
calibración con patrones en la misma matriz que la de las muestras. El ensayo se realizó 
a tres niveles de concentración (bajo, medio y alto), por triplicado, a una concentración 
final de 10, 100 y 500 ng g-1 (250 ng g-1 para ENR), que, posteriormente, se sometieron 
al procedimiento de extracción.   
 
Como se puede observar en la tabla 2.7, se obtuvieron recuperaciones mayores al 
70% para todos los analitos sin diferencias significativas para los tres niveles a los que 





   Tabla 2.7. Ensayos de recuperación (%) de muestras de músculo abdominal y glándula digestiva 
de P.clarkii fortificado (por triplicado) sometidas al procedimiento propuesto. (Valores 





10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	
	
SAC	
	98±3	 	106±3	 	114±9	 	96±2	 	 102±2	 	 110±4	
AMX	 68±1	 71±2	 72±1	 69±2	 70±3	 73±2	
ATN	 79±2	 82±1	 86±3	 78±3	 80±1	 85±2	
SDZ	 87±2	 91±1	 96±3	 86±1	 89±2	 95±2	
TMP	 67±1	 69±2	 71±1	 68±3	 70±3	 72±2	
MRB	 75±1	 78±1	 81±2	 77±2	 79±2	 82±1	
OXT	 71±7	 73±3	 77±1	 70±4	 72±2	 76±1	
NRF	 76±2	 81±2	 84±3	 75±3	 79±2	 83±1	
SMR	 89±3	 92±2	 94±3	 88±2	 90±3	 93±2	
CPR	 81±2	 84±3	 89±1	 82±1	 84±2	 88±3	
DNF	 64±2	 69±3	 71±2	 63±3	 67±3	 70±1	
GPF	 69±3	 73±2	 76±1	 70±1	 72±2	 75±2	
SMT	 86±3	 90±1	 91±2	 84±2	 88±3	 90±2	
GTF	 78±3	 82±1	 83±4	 79±1	 81±3	 84±2	
ENR*	 74±2	 76±3	 79±1	 75±2	 77±2	 78±2	
CLT	 78±2	 80±3	 84±3	 79±3	 82±1	 87±3	
SMX	 91±2	 95±1	 97±1	 90±2	 93±2	 96±2	
CBZ	 83±2	 87±3	 90±2	 82±1	 84±3	 89±1	
FMQ	 69±3	 73±2	 77±4	 71±4	 75±2	 79±2	
TIF	 71±2	 74±2	 76±2	 73±3	 76±3	 78±1	
FLF	 72±2	 75±4	 78±2	 69±1	 73±2	 76±3	
CLF	 77±1	 80±1	 81±1	 74±3	 79±1	 82±1	
IBU	 79±2	 81±2	 84±12	 74±3	 78±2	 82±6						*	Ensayo	realizado	a	10,	100	y	250	ng	g-1	
 
En las  figuras 2.6 y 2.7 se muestran los cromatogramas extraídos para los iones 
en modo positivo y en modo negativo, de muestras fortificadas (100 ng g-1 ) 







Figura 2.6. Cromatogramas extraídos para los iones en modo positivo de muestras fortificadas  
                   (100 ng g-1). 
 
 
Figura 2.7. Cromatogramas extraídos para los iones en modo negativo de muestras fortificadas  











La guía de validación para métodos que implican el análisis y determinación de 
residuos y contaminantes en matrices biológicas y alimentos, entre los que se incluyen 
los principios activos farmacológicos [4], establece que en el proceso de validación se 
debe establecer el límite de decisión (CCα), que viene definido por la Unión Europea 
(Decisión de la Comisión de 12 de agosto de 2002, Directiva 2002/657/EC) [5] como el 
“límite a partir del cual se puede concluir con una probabilidad de error α que una 
muestra no es conforme (no es válida)” y la capacidad de detección (CCβ) que se 
define como “el mínimo contenido de la sustancia que puede ser detectado, 
identificado y/o cuantificado en una muestra con una probabilidad de error β”. En 
nuestro caso, los valores de CCα se calcularon a partir de diez muestras del tejido 
“blanco” (tejido sin fortificar) haciendo uso de la expresión: 
 𝐶𝐶! = 2.33𝜎!𝑎  
 
donde “σN” es la desviación estándar del ruido al tiempo de retención de cada uno de los 
analitos y “a” es el valor medio de las pendientes de las curvas de calibración de matriz 
(matrix matched calibration) [5]. 
 
Los valores de CCβ se calculan sumando 1.64 a los valores de la desviación 
estándar de CCα de cada señal en diez muestras fortificadas a niveles de CCα (β = 5%). 
 
En la tabla 2.8 se muestran los resultados obtenidos en el cálculo de CCα  y CCβ 
para los veintitrés analitos seleccionados. Los valores obtenidos para los límites de 
decisión y de detección fueron similares, e incluso inferiores, a los obtenidos en 
estudios previos para analitos similares en matrices de peces [1]. Por lo tanto, el 
procedimiento propuesto se puede considerar adecuado para la monitorización de los 













Tabla 2.8. Límite de decisión (CCα) y capacidad de detección (CCβ)    
calculados. (Todos los resultados expresados en ng g-1)  
 
 Músculo abdominal Glándula digestiva 











AMX 0.82 2.54 0.93 2.71 
ATN 0.72 2.46 0.86 2.68 
SDZ 1.12 3.02 1.34 3.87 
TMP 0.18 0.64 0.21 0.79 
MRB 0.32 0.98 0.49 1.03 
OXT 1.22 2.24 1.54 2.83 
NRF 0.86 4.62 1.03 5.21 
SMR 0.54 1.06 0.73 1.35 
CPR 1.34 2.16 1.63 2.59 
DNF 2.76 4.02 2.89 4.55 
GPF 0.62 1.51 0.89 1.79 
SMT 0.48 1.64 0.64 1.88 
GTF 1.12 2.02 1.20 2.37 
ENR 1.02 2.44 1.31 2.67 
CLT 5.74 2.88 6.02 3.31 
SMX 1.24 3.60 1.52 4.01 
CBZ 0.51 1.83 0.67 2.19 
FMQ 0.08 0.31 0.15 0.48 
TIF 0.34 1.68 0.63 1.91 
FLF 0.32 0.66 0.57 0.83 
CLF 0.44 1.62 0.75 1.98 
IBU 2.66 4.11 3.13 4.49 
 
Son muy escasos, casi inexistentes, los trabajos que desarrollan métodos para el 
análisis de principios activos farmacológicos en muestras de especies salvajes. Cabe 
destacar los estudios llevados a cabo por Alvarez-Muñoz y cols. [6]. Los autores 
analizaron 23 principios activos y algunos de sus principales metabolitos en muestras de 
bivalvos procedentes del rio Ebro, empleando un procedimiento de extracción en dos 
etapas con líquidos presurizados, purificación mediante SPE y posterior determinación 
con UHPLC con detección de espectrometría de masas triple cuadrupolo. Se necesitaron 
0.5 g de muestra seca y el método propuesto proporcionó recuperaciones entre el 30-
50% para SMX, único compuesto coincidente con los analizados en esta Tesis, con 
efectos matriz en torno al 40%. Los autores obtuvieron un LOD de 0.03 ng g-1 y un 
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LOQ 0.09 ng g-1, que se encuentran dentro del mismo orden de magnitud de los 
obtenidos para algunos compuestos analizados en la presente Tesis. 
 
 Sin embargo, la mayoría de trabajos referenciados en bibliografía se aplican a 
muestras de peces, ya sean adquiridas en mercados, piscifactorías o capturadas ex 
profeso para el análisis. Así pues, Hertzog y cols. [7] proponen un método rápido de 
extracción para el análisis cuantitativo de 15 principios activos (entre los que se 
encuentran ATN, CBZ y DCL) en muestras de pescado procedentes de mercado, 
empleando UHPLC con detección de espectrometría de masas de triple cuadrupolo, 
obteniendo recuperaciones entre el 58 y el 128% con LOQs que van desde 5 a 1000 ng 
g-1, lo que supone menor sensibilidad respecto al procedimiento desarrollado en este 
capítulo. 
 
En trabajos mas recientes, Zhang y cols. [8] proponen la extracción de 54 
principios activos farmacológicos pertenecientes a cuatro familias de medicamentos 
(AINES, sedantes, sulfonamidas y quinolonas) en músculo de peces mediante una 
extracción enzimática asistida por energía de microondas empleando una disolución 
acuosa de cloruro de sodio como extractante en la que se introduce una fibra hueca en 
cuyo interior se deposita una fibra para microextracción en fase sólida empleando como 
disolventes internos octanol y tolueno. La detección se llevó a cabo mediante LC-
HRMS empleando como fases móviles agua y metanol y el tiempo de análisis fue de 20 
minutos. Se obtienen LOD y LOQ que oscilan en un rango de 0.01-0.50 ng g-1 y de 
0.05-2.00 ng g-1, respectivamente y unas recuperaciones en un rango de 56-120%. El 
tamaño de muestra que se ha tomado es de 10 g, de ahí las mejoras en la sensibilidad y 
la necesidad de un importante clean-up. 
 
En el trabajo de Huang y cols. [9] se describe la determinación de seis principios 
activos de uso veterinario en músculo de peces (2g) mediante una extracción asistida 
por microondas seguida de una purificación en fase sólida y finalmente sometidas a una 
extracción líquido-líquido dispersiva. La detección se llevó a cabo mediante UPLC-
MS/MS en un tiempo de cuatro minutos empleando como fases móviles agua al 0.05 % 
en ácido fórmico y acetonitrilo. Con estas condiciones se obtienen rendimientos de 
extracción mayores al 87% con unos rangos en los LOD y LOQ de 0.45-10.01 ng g-1 y 
1.8-34.9 ng g-1 respectivamente, los cuales resultan ligeramente superiores a los 
obtenidos en este capítulo, si bien en un menor tiempo de análisis. 
 
En la mayoría de los dos trabajos referenciados anteriormente, así como en la 
numerosa bibliografía que se encuentra sobre el tema, es necesaria una etapa posterior a 
la extracción a fin de eliminar las posibles interferencias de la matriz, lo cual incrementa 
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el tiempo de análisis de las muestras, sin embargo, aunque en algunos casos esta etapa 
de purificación permite tener una mayor sensibilidad a la hora de determinar los 
principios activos farmacológicos, en la mayoría no se alcanzan límites de 
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         Capítulo	3	
		
Optimización	 y	 validación	 de	 un	 procedimiento	
analítico	para	 la	determinación	de	principios	activos	












Los siguientes patrones, de pureza entre el 97 y el 99.9 % fueron adquiridos a Fluka 
Sigma-Aldrich, S.A. (Madrid, España): ciprofloxacina (CPR), danofloxacina (DNF), 
enrofloxacina (ENR), flumequina (FMQ), gatifloxacina (GTF), grepafloxacina (GPF), 
marbofloxacina (MRB), norfloxacina (NRF), clortetraciclina (CLT), oxitetraciclina (OXT), 
sulfametoxazol (SMX), sulfadiazina (SDZ), sulfametazina (SMT), sulfamerazina (SMR), 
trimetoprima (TMP), ibuprofeno (IBU), ácido salicílico (SAC), naproxeno (NAX), 
diclofenaco (DIC), ketoprofeno (KET), amoxicilina (AMX), cloranfenicol (CLF), 
tianfenicol (TIF), florfenicol (FLF), carbamazepina (CBZ) y atenolol (ATN). Hidróxido 
sódico 0.1M en disolución acuosa volumétrica FlukaTM y metanol (LC-MS) fue 
suministrado por VWR (Barcelona, España). Ácido fórmico de pureza 98-100% 
(Suprapur® Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Acetonitrilo de calidad UHPLC-MS ≥ 
99.9% (Chromasolv™ LC-MS Ultra) y agua de calidad UHPLC-MS ≥ 99.9% 
(Chromasolv™ LC-MS Ultra) fueron adquiridos a lab-Honeywell (España). Proteinasa-K 
PCR recombinante de concentración 20.2 mg mL-1 fue suministrada por Roche Diagnosis 
(Barcelona, España). El agua ultrapura utilizada fue obtenida de un sistema Milli-Q-
Millipore (Billerica, MA, USA). Leucina encefalina fue adquirida a Waters (Barcelona, 
España). 
 
Se prepararon disoluciones patrón stock a una concentración de 400 mg L-1 de todos 
los principios activos farmacológicos (DNF, ENR, FMQ, GTF, GPF, MRB, NRF, SMX, 
SMT, SDZ, SMR, TMP, AMX, CBZ, ATN, IBU, DIC, KET, NAX, SAC, CLF, TIF y 
FLF) excepto para CPR, OXT y CLT que debido a su baja solubilidad a concentraciones 
elevadas, se prepararon a una concentración de 100 mg L-1. DNF, ENR, FMQ, GTF, GPF, 
MRB, NRF, SMX, SMT, SDZ, SMR, TMP, AMX, CBZ, ATN, IBU, DIC, KET, NAX y 
SAC fueron preparadas por dilución de la sustancia patrón en metanol. CLT, OXT, CLF, 
TIF y FLF fueron preparadas diluyendo la sustancia patrón en agua Milli-Q y CPR fue 
preparada en una mezcla 80:20 (v/v) metanol:agua mediante el siguiente procedimiento, 
2.5 mg de compuesto se diluyen en 5 mL de agua Milli-Q, enrasando en un volumen final 
de 25 mL de metanol. 
 
Las disoluciones stock se conservaron a 4ºC, salvo CPR, (que se conservó en un 
lugar seco a temperatura ambiente al precipitar a baja temperatura) permaneciendo estable 
durante un mes a temperatura ambiente y CLT y OXT que han de ser preparadas 
diariamente. El resto de disoluciones permanecen estables durante al menos dos meses a 
4ºC. Las disoluciones de trabajo se prepararon, a diario, por dilución en agua, a partir de 
las correspondientes disoluciones stock.  
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La disolución calibrante detector de masas (formiato sódico) se prepara de la 
siguiente forma: a 20 mL de disolución acetonitrilo:agua (80:20, v/v) se le añaden 100 µL 
de disolución acuosa de NaOH 0.1 M y 200 µL de ácido fórmico al 10% (v/v). La 
disolución de Leucina de 200 pg µL-1 que se usó como referencia para el detector de 
masas, se preparó disolviendo el patrón comercial en solución acetonitrilo:agua 1:1 (v/v) a 
la que se añade ácido fórmico para una concentración final del 0.1% (v/v); esta disolución 




La separación cromatográfica se llevó a cabo en un cromatógrafo líquido de alta 
resolución Acquity® UPLC H-Class (Waters, Milford, MA, USA) acoplado a un 
espectrómetro de masas de tiempo de vuelo XEVO G2-S QTOF (Waters, Micromass, 
Manchester, UK) equipado con una fuente de ionización de electrospray con una 
configuración Z-ortogonal. Para la separación de los analitos se empleó una columna de 
fase reversa Acquity UPLC® BEH C18 (50 mm × 2.1 mm (i.d.), tamaño de partícula de 1.7 
µm)  acoplada a una precolumna Acquity UPLC® BEH C18 VanGuard™ (2.1 × 5 mm 
(i.d.)). 
 
El espectrómetro de masas Xevo G2-S-QTOF se calibró, cada día, en un rango de 
masas (m/z) de 50-1000 Da con la disolución calibrante de formiato sódico prepara como 
se describe en la sección 3.1, aceptando 2 ppm como error máximo permitido para dar por 
válida la calibración. Además, se empleó una sonda de entrada de spray de referencia 
independiente a la de muestra (LockSpray) para garantizar la exactitud y reproducibilidad 
en todos los análisis. Como referencia se empleó una disolución de Leucina Encefalina, 
introducida a un flujo de 10 µL min-1, utilizándose como masas de referencia 556.2681 







La detección se llevó a cabo empleando un detector de masas cuadrupolo tiempo de 
vuelo equipado con una fuente de ionización de tipo electrospray con una configuración Z-
ortogonal (este tipo de configuración permite una ionización de forma continua del analito 
y de la referencia, (LockSpray), mediante infusión directa de los analitos en el sistema de 
detección. Para optimizar las condiciones de detección, se preparó una disolución de 500 
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µg L-1 de cada uno de los analitos de forma individual y se infusionó directamente 
tomando como óptima una señal superior a 104 cuentas por segundo. Se optimizaron: flujo 
del gas de nebulización y del cono,  temperatura de la fuente y de desolvatación,  voltaje 
del capilar y del cono y el offset de la fuente.  
 
Los experimentos de masas, se realizaron en los modos de adquisición de barrido 
completo (MS) y de fragmentación (MS/MS) tanto en ionización positiva como negativa y 
se trabajó en “modo resolución”, que ofrece medidas con  una sensibilidad adecuada y con 
un menor error en la masa analizada (< 2 ppm). Se usó nitrógeno como  gas de 
desolvatación y gas de cono a flujos de 600 L h-1 y 30 L h-1, respectivamente. Para los 
experimentos en modo MS/MS se empleó argón como gas en la celda de colisión. La 
temperatura de desolvatación se optimizó a 400 ºC y la de la fuente a 100 ºC  en modo 
positivo y 120ºC en modo negativo. El voltaje del capilar se fijó a 1.50 kV en modo 
positivo y -2.00 kV en modo negativo, siendo el voltaje de cono 40 V para ambos modos. 
El potencial del detector se fijó a 3000 V para el modo positivo y 2900 V para el negativo. 
 
La frecuencia de adquisición del LockSpray se estableció en 30 segundos, lo que 
significa que cada 30 segundos el flujo de la sonda (o capilar) del LockSpray se introduce 
en el espectrómetro de masas durante 0.3 segundos, dando así al software la posibilidad de 
realizar una corrección en tiempo real de la masa exacta. El voltaje del capilar de 
LockSpray se ajustó a 2.20 kV. 
 
En la tabla 3.1 se muestran las condiciones de detección optimizadas para los 
principios activos farmacológicos seleccionados en esta Memoria, y en la tabla 3.2 se 
muestran los tiempos de retención, modo de ionización  y masas teóricas y experimentales 
monitorizadas durante el análisis, energía de colisión aplicada en los experimentos MS/MS 
así como los principales fragmentos correspondientes a cada uno de los analitos 
analizados, medidos con su energía de colisión óptima. Los experimentos de MS/MS 
fueron realizados aplicando energías de colisión entre 15-30 V y seleccionando el ión más 
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     Tabla 3.2. Fragmentos obtenidos, tiempo de retención y modo de ionización para cada  analito. 
 
	




AMX	 0.47	 Positivo	 365.1045	 349.0857	 134.7328	114.6931	 15	20	
ATN	 0.54	 Positivo	 266.1630	 267.1707	 190.0652	145.5871	 20	25	
SDZ	 1.03	 Positivo	 250.0524	 251.0603	 156.7139	92.1693	 15	20	
SMT	 1.43	 Positivo	 278.0837	 279.0914	 185.6541	92.6751	 15	20	
TMP	 1.51	 Positivo	 290.1378	 291.1464	 230.9128	123.8152	 15	20	
MRB	 1.53	 Positivo	 362.1390	 363.1463	 320.1176	72.0763	 20	25	
NRF	 1.67	 Positivo	 319.1332	 320.1409	 276.9541	233.8341	 20	25	
CPR	 1.76	 Positivo	 331.1332	 332.1410	 314.0639	245.3285	 25	30	
SMR	 1.77	 Positivo	 264.0680	 265.0763	 108.8561	92.3878	 15	20	
DNF	 1.89	 Positivo	 357.1488	 358.1568	 340.0650	82.3279	 15	20	
ENR	 1.97	 Positivo	 359.1645	 360.1722	 316.1872	245.3027	 15	20	
CLT	 2.08	 Positivo	 478.1142	 479.2003	 462.1159	444.4365	 20	25	
GTF	 2.14	 Positivo	 375.1594	 376.1688	 332.6105	261.8366	 20	25	
SMX	 2.52	 Positivo	 253.0521	 254.0597	 156.7952	92.0631	 15	20	
GPF	 2.56	 Positivo	 359.1645	 360.1724	 316.4782	273.2261	 20	25	
OXT	 2.74	 Positivo	 460.1481	 461.1579	 426.9413	201.3725	 25	30	
CBZ	 3.62	 Positivo	 236.0949	 237.1029	 194.0762	192.8439	 15	20	
FMQ	 3.78	 Positivo	 261.0801	 262.0880	 244.3489	202.0715	 15	20	
KET	 4.14	 Positivo	 254.0942	 255.1023	 209.1740	105.5472	 15	20	
DIC	 4.39	 Positivo	 318.0166	 296.0244	 214.1362	215.7351	 20	25	
NAX	 5.02	 Positivo	 230.0942	 294.0089	 185.2873	169.9843	 15	20	
TIF	 1.64	 Negativo	 356.0047	 353.9955	 185.0919	79.8138	 20	25	
FLF	 2.45	 Negativo	 358.0004	 355.9915	 185.1381	110.1463	 20	25	
SAC	 2.52	 Negativo	 138.0316	 137.0237	 121.5971	98.0738	 15	20	
CLF	 2.78	 Negativo	 322.0123	 321.0043	 152.4137	121.0651	 20	25	





La separación cromatográfica se llevó a cabo usando columnas de mayor 
empaquetamiento que aquellas usadas para la detección con triple cuadrupolo, 
consiguiendo, de esta forma, reducir el tiempo del análisis y una mejor resolución de 
analitos. Inicialmente, se probaron las mismas condiciones descritas en el epígrafe 1.3.2 
del Capítulo 2 y una columna de alto empaquetamiento, Waters Acquity® BEH C18 (50 
mm x 2.1 mm i.d., 1.7µm tamaño de partícula) pero los resultados no fueron demasiado 
satisfactorios en relación al tiempo de medida y a la resolución de los picos. Se procedió 
entonces a probar diversos gradientes de elución, siendo el más adecuado el que se muestra 
en la tabla 3.4, empleando como disolventes agua de calidad UPLC-MS y ácido fórmico al 
0.1 % (v/v) en acetonitrilo. A diferencia del gradiente de elución optimizado para la 
determinación mediante HPLC-MS/MS (Capítulo 2) en este caso la separación 
cromatográfica es válida para ambos modos de ionización. 
 






0.0	 90	 10	 0.5	
4.5	 45	 55	 0.5	
6.0	 45	 55	 0.5	
6.1	 90	 10	 0.5	
8.0	 90	 10	 0.5	
                                                                 %A: agua pura de calidad UPLC-MS;  
                                                                  %B: Acetonitrilo con ácido fórmico al 0.1%. 
 
A fin de conseguir la adecuada reproducibilidad, resolución y separación de analitos 
se termostatizó la columna a 20ºC y, para evitar las posibles degradaciones de muestras y 
patrones, la temperatura del inyector automático se fijó a 10 ºC. En las figuras 3.1 (modo 
positivo) y 3.2 (modo negativo) se muestran los cromatogramas de iones totales (TIC: 
Total Ion Chromatogram y BPI: Best Peak Chromatogram) correspondientes a la 
separación de los principios activos farmacológicos seleccionados usando las condiciones 
óptimas descritas anteriormente. De estos cromatogramas se extrajeron posteriormente los 
cromatogramas correspondientes a cada uno de los compuestos analizados en esta 
Memoria. En las figuras 3.3 y 3.4  se muestran los cromatogramas de iones extraídos 






































Figura 3.4. (continuación). Cromatograma de iones extraídos de analitos en modo negativo.	
	
	
3.4.	 Procedimiento	 para	 la	 extracción	 de	 principios	 activos	




Dado que el desarrollo metodológico de este capítulo pretendía la optimización de un 
procedimiento analítico para el análisis de especímenes de forma individualizada, se hizo 
necesario evaluar, tomando como base el procedimiento de extracción optimizado en el 
apartado 2 del Capítulo 2, la reducción de tamaño de muestra de músculo abdominal o 
glándula digestiva de partida, y optimizar, en cada caso, los volúmenes de disolvente 
extractante y reconstituyente final. Para ello, se partió de tres cantidades (0.5, 0.25 y 0.1 g) 








siguientes volúmenes de extractante para cada cantidad de muestra: 10, 5 y 2 mL. Las 
muestras así extraídas se reconstituyeron en 1, 0.5 y 0.2 mL de disolución acuosa de ácido 
fórmico al 0.1 % (v/v) e inyectadas en el sistema cromatográfico. En la tabla 3.5 se 
muestran los resultados obtenidos en términos de recuperación, para las diferentes 
condiciones experimentales usando muestras fortificadas, de acuerdo al procedimiento 



































               Tabla 3.5 Recuperaciones de los analitos tras la extracción de distintas cantidades 
                        de  muestras fortificadas de 250 ng g-1. 
 
	 Músculo	abdominal	 Glándula	digestiva	
0.1	g	 0.25	g	 0.5	g	 0.1	g	 0.25			g	 0.5	g	
AMX	 79±2	 76±3	 73±2	 82±3	 79±1	 76±2	
ATN	 89±3	 86±1	 82±3	 90±1	 88±2	 84±2	
SDZ	 98±1	 95±2	 91±2	 98±1	 95±1	 93±3	
SMT	 97±1	 95±1	 92±2	 97±2	 93±2	 94±2	
TMP	 83±2	 81±2	 78±1	 81±2	 78±2	 75±1	
MRB	 84±2	 82±1	 79±2	 85±1	 82±1	 80±3	
NRF	 89±4	 84±2	 81±1	 89±2	 86±1	 82±3	
CPR	 92±2	 89±1	 86±2	 93±1	 90±2	 87±1	
SMR	 95±2	 92±3	 90±1	 97±2	 94±2	 91±1	
DNF	 74±1	 72±1	 70±3	 76±1	 73±1	 70±2	
ENR	 85±3	 80±1	 78±2	 84±2	 81±2	 79±2	
CLT	 88±3	 87±3	 85±1	 90±1	 88±1	 87±1	
GTF	 85±1	 84±2	 83±2	 87±2	 85±2	 84±1	
SMX	 97±2	 95±1	 93±2	 98±2	 96±1	 93±2	
GPF	 77±3	 74±1	 70±3	 79±2	 75±2	 73±2	
OXT	 80±1	 78±2	 75±1	 83±1	 81±3	 78±1	
CBZ	 96±1	 94±3	 90±1	 97±2	 94±1	 92±1	
FMQ	 84±1	 81±1	 79±2	 85±2	 82±2	 81±2	
KET	 93±3	 90±2	 86±3	 94±1	 91±2	 89±1	
DIC	 90±2	 88±1	 83±2	 91±3	 88±1	 85±2	
NAX	 89±1	 86±2	 84±3	 90±2	 88±2	 85±2	
TIF	 84±2	 81±3	 79±1	 84±1	 80±3	 78±1	
FLF	 83±2	 80±1	 77±3	 83±2	 79±1	 78±2	
SAC	 116±2	 112±4	 110±2	 115±3	 111±3	 110±1	
CLF	 84±2	 80±1	 78±2	 86±2	 83±1	 80±2	
IBU	 90±2	 89±3	 76±1	 92±2	 89±2	 87±3	
 
Como se puede observar en la tabla 3.5, los mejores rendimientos se obtienen para el 
tamaño de muestra menor (0.1 g), tanto de músculo abdominal como glándula digestiva de 
P.clarkii. Cabe destacar también que al trabajar con una menor cantidad de muestra, se 
reduce el efecto matriz.  
 
Con todo ello, se propone el siguiente procedimiento de extracción, que, de forma 
esquemática se muestra en la figura 3.3. 0.1 g de músculo abdominal o glándula digestiva 
liofilizadas de P. clarkii se introducen en reactores de microondas, se añaden 2 mL de una 
mezcla acetonitrilo:agua (1:1 v/v), 10 µL de Proteinasa-K y 1 µL de ácido fórmico puro. 
Las muestras se someten a 50 W de potencia durante 5 minutos, y, tras enfriar los 
reactores, sus contenidos se centrifugan a 7000 rpm durante 10 minutos (20 minutos en el 
caso de las glándulas digestivas). El líquido sobrenadante se evapora bajo corriente de 
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nitrógeno y el extracto seco correspondiente, se reconstituye con 1 mL de disolución 
acuosa de ácido fórmico al 0.1 % (v/v); 10 µL de la disolución resultante, previamente 
microfiltrada a través de un filtro de PTFE (0.2 µm), se inyectan en el cromatógrafo. El 
extracto reconstituido procedente de las glándulas digestivas fue nuevamente centrifugado 
antes de su microfiltración. 
 
La reducción del tamaño de muestra permitió obtener buenos rendimientos de 
extracción empleando volúmenes de extractante y reconstituyente final del extracto menor, 
quedando el procedimiento de extracción como se muestra en la figura 3.5. Ésta reducción 
en el tamaño de muestra permitió, asimismo, acortar el tiempo en la etapa de evaporación 
del extracto. 
 
Tal y como se mencionó en el Capítulo 1 de esta Memoria, la Scrobicularia plana o 
coquina de fango, como se conoce comúnmente, se ha seleccionado como posible 
organismo bioindicador y se empleará en posteriores ensayos de exposición que se 
describirán en los siguientes capítulos. Dado que el procedimiento optimizado en el 
Capitulo 2, conduce a muy buenos resultados en el análisis de principios activos 
farmacológicos en muestras de invertebrado, se decidió aplicar el mismo procedimiento de 
extracción optimizado en muestras de S. plana. Se realizaron ensayos preliminares para 
evaluar la eficacia del procedimiento y a la vista de los excelentes resultados obtenidos se 









      Figura 3.5. Procedimiento de extracción enzimática de los analitos en muestras de Procambarus 







Del mismo modo que en el apartado 1.4 del Capítulo 1 de esta Memoria, la 
metodología propuesta se validó tendiendo en cuenta las recomendaciones de la Comisión 
Europea en su Decisión de 12 de Agosto de 2002, por la que se aplica la Directiva 
2002/657/EC [2] que regula la validación de métodos analíticos para análisis de residuos 
de contaminantes en matrices biológicas y sustancias alimentarias mediante la evaluación 
los siguientes parámetros de calidad: linealidad, sensibilidad (límites de detección (LOD) y 
de cuantificación (LOQ)), límites de decisión (CCα) y capacidad de detección (CCβ), 
efecto matriz (efecto de supresión o realce de ionización y el efecto matriz generalizado), 
precisión y recuperación. Para llevar a cabo el proceso de validación se usaron “pools” de 
músculo abdominal o de glándula digestiva de Procambarus clarkii y de músculo de 
Scrobicularia plana. 
 
La linealidad se estimó mediante una calibración en matriz. Para ello los extractos 
“blanco” de músculo abdominal o glándula digestiva y de músculo se fortificaron a diez 
niveles de concentración en un rango entre 0.25-250 ng mL-1 que corresponden a 
concentraciones de 0.5 a 500 ng g-1 en las muestras de partida. 
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Los límites de detección y de cuantificación se calcularon como la mínima 
concentración del analito que permite observar una relación señal/ruido de 3 y 10 en las 
muestras fortificadas (n=3). 
 
Para evaluar la precisión del método, se realizaron estudios de repetibilidad (en un 
único día) y de precisión intermediaria (durante distintos días). La precisión del método se 
evaluó mediante la comparación de los valores de concentración real y los obtenidos a 
partir de la recta de regresión para los estándares de validación y calculando la desviación 
estándar relativa (RSD). 
 
El efecto matriz producido por realce o supresión de la ionización, las 
recuperaciones del método de extracción y las recuperaciones totales, se evaluaron según 
el procedimiento propuesto por Hoff et al. [3] que consiste en una modificación del método 
original propuesto por Matuszweski et al. [4] y cuyo procedimiento ha sido previamente 
descrito en el apartado 1.4 del Capítulo 1.  
 
La veracidad se evaluó mediante ensayos de recuperación de muestras fortificadas  
que se sometieron al procedimiento de extracción y se midieron usando la calibración con 
patrones en la misma matriz (matrix-matched calibration) que la de las muestras. Se 
evaluaron las recuperaciones de los analitos, en muestras fortificadas a tres niveles de 
concentración (bajo, medio y alto), por triplicado, que, posteriormente, se sometieron al 
procedimiento de extracción obteniendo una concentración final de 5, 50 y 500 ng g-1 
  
De igual modo se calcularon los valores de CCα y CCβ siguiendo el procedimiento 
descrito en el apartado 1.4 del Capítulo 1 y como se describe en las guías de validación 
para métodos que implican el análisis y determinación de residuos y contaminantes en 
matrices biológicas y alimentos [4]. 
 
En la tabla 3.6 aparecen los valores obtenidos para los parámetros relacionados con 
la linealidad, precisión y sensibilidad para P. clarkii mientras que en la tabla 3.7 aparecen 
los valores para S. plana. Como se puede observar, en general, para P. clarkii se 
obtuvieron buenos rangos lineales entre 0.30-500 ng g-1. Las desviaciones estándar se 
determinaron para seis replicas (repetibilidad) a tres niveles de concentración (10, 100 y 
500 ng g-1) y en el día 1, 3 y 7, obteniéndose en general valores inferiores al 0.3 % y 
valores máximos cercanos al 4.0 %. Además se obtuvieron valores para los límites de 
detección (LOD) entre 0.09 y 4.4 ng g-1 y  entre 0.7 y 10.5 ng g-1  para los límites de 
cuantificación (LOQ). Estos valores mejoran, en la mayoría de los casos, a los obtenidos 
en el Capítulo 2, excepto en el cado de MRB, SMR, DNF, GTF, SMX, ENR y TIF para los 
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que los valores de LOQs obtenidos permiten la cuantificación a valores mucho más bajos 




















(ng	g-1)	10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	
AMX	 0.9994	 99.81	 2.30-500	 0.2	 0.4	 0.5	 0.9	 2.1	 1.6	 0.09	 2.30	
ATN	 0.9996	 99.19	 1.29-500	 0.1	 0.4	 0.6	 0.7	 0.9	 1.0	 0.09	 1.29	
SDZ	 0.9996	 99.78	 4.57-500	 0.8	 1.0	 0.9	 1.2	 0.8	 1.8	 1.37	 4.57	
SMR	 0.9997	 99.99	 1.42-500	 0.3	 0.9	 1.0	 2.4	 1.9	 0.8	 0.13	 1.42	
TMP	 0.9995	 100.00	 3.69-500	 1.0	 0.7	 0.1	 0.9	 2.0	 2.7	 1.21	 3.69	
MRB	 0.9999	 99.86	 2.52-500	 0.2	 0.4	 0.8	 1.1	 2.3	 1.4	 0.41	 2.52	
NRF	 0.9998	 99.63	 8.17-500	 2.0	 1.6	 0.9	 6.4	 5.2	 4.5	 2.45	 8.17	
CPR	 0.9994	 99.84	 2.68-500	 0.1	 2.2	 0.3	 2.1	 1.0	 1.6	 0.20	 2.68	
SMT	 0.9997	 99.24	 5.23-500	 1.1	 1.2	 0.7	 3.1	 4.0	 3.8	 1.57	 5.23	
DNF	 0.9985	 98.48	 0.83-500	 0.1	 0.4	 0.5	 2.6	 1.9	 1.4	 0.12	 0.83	
ENR	 0.9984	 98.37	 2.13-500	 0.3	 0.8	 0.4**	 1.9	 2.1	 1.5**	 0.42	 2.13	
CLT	 0.9991	 99.45	 0.35-500	 0.9	 0.4	 0.3	 2.3	 1.8	 1.5	 0.35	 1.19	
GTF	 0.9955	 96.31	 0.88-500	 0.2	 0.3	 0.7	 1.8	 1.1	 2.7	 0.07	 0.88	
SMX	 0.9995	 99.44	 0.70-500	 0.1	 0.4	 0.9	 1.6	 1.2	 2.5	 0.21	 0.70	
GPF	 0.9926	 99.35	 1.72-500	 0.3	 0.2	 0.6	 1.1	 0.9	 2.1	 0.72	 1.72	
OXT	 0.9987	 98.17	 1.67-500	 0.8	 0.3	 0.2	 1.1	 0.9	 3.3	 0.55	 1.67	
CBZ	 0.9995	 98.82	 0.73-500	 0.8	 0.2	 0.4	 0.9	 1.7	 2.6	 0.73	 1.08	
FMQ	 0.9996	 99.57	 3.45-500	 1.6	 1.6	 0.7	 4.6	 2.1	 1.4	 1.03	 3.45	
KET	 0.9993	 99.28	 2.50-500	 1.3	 0.9	 0.5	 3.9	 1.6	 2.5	 3.84	 5.91	
DIC	 0.9990	 99.62	 1.39-500	 2.0	 1.5	 1.0	 6.9	 7.1	 3.1	 1.96	 7.15	
NAX	 0.9995	 99.74	 3.18-500	 1.9	 1.0	 0.9	 8.4	 10.2	 3.5	 2.20	 5.41	
TIF	 0.9990	 99.64	 3.05-500	 1.0	 0.2	 0.4	 2.7	 1.3	 1.0	 0.83	 3.05	
FLF	 0.9978	 98.85	 0.91-500	 0.1	 0.8	 0.5	 1.6	 0.8	 0.9	 0.17	 0.91	
SAC	 0.9999	 99.90	 7.15-500	 1.7	 1.2	 0.6	 3.3	 2.4	 1.8	 2.15	 7.15	
CLF	 0.9990	 99.79	 0.84-500	 0.2	 0.6	 0.1	 0.9	 1.4	 1.8	 0.15	 0.84	
IBU	 0.9998	 98.94	 2.58-500	 0.5	 0.8	 1.00	 1.0	 1.4	 2.1	 1.01	 2.58	
                                       Tabla 3.7. Parámetros de validación del procedimiento cromatográfico propuesto para Scrobicularia plana.        
         * Los datos obtenidos se representan en función del porcentaje de la desviación estándar (%RSD). ** Nivel de fortificación 250 ng g-1. 















(ng	g-1)	10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	
AMX	 0.9990	 99.76	 2.70-500	 0.7	 0.6	 0.7	 1.2	 2.5	 1.7	 0.16	 2.70	
ATN	 0.9992	 99.10	 2.43-500	 1.9	 1.5	 1.3	 3.3	 2.7	 1.8	 0.19	 2.43	
SDZ	 0.9998	 99.80	 5.09-500	 1.3	 1.1	 0.5	 4.9	 5.3	 3.2	 1.54	 5.09	
SMR	 0.9994	 99.96	 1.57-500	 0.3	 0.8	 0.1	 1.8	 1.9	 1.7	 0.25	 1.57	
TMP	 0.9998	 100.00	 4.15-500	 1.5	 0.9	 0.4	 4.6	 3.5	 2.9	 1.96	 4.15	
MRB	 0.9996	 99.81	 2.71-500	 0.7	 0.4	 0.8	 1.9	 2.8	 1.1	 0.52	 2.71	
NRF	 0.9992	 99.59	 8.92-500	 1.9	 2.5	 1.4	 7.9	 8.8	 6.2	 2.95	 8.92	
CPR	 0.9991	 99.82	 2.81-500	 1.6	 2.5	 0.6	 1.8	 1.6	 2.4	 0.73	 2.81	
SMT	 0.9990	 99.15	 5.85-500	 2.3	 1.7	 0.9	 4.4	 5.8	 4.1	 2.17	 5.85	
DNF	 0.9982	 98.41	 2.19-500	 1.7	 1.4	 0.9	 2.2	 1.4	 1.9	 0.98	 2.19	
ENR	 0.9987	 98.46	 1.65-500	 0.2	 0.4	 0.8**	 1.6	 1.5	 1.9**	 0.52	 1.65	
CLT	 0.9988	 99.32	 1.39-500	 1.3	 0.8	 0.5	 1.1	 1.4	 1.1	 0.78	 1.39	
GTF	 0.9959	 96.59	 0.94-500	 0.7	 0.6	 1.2	 1.4	 1.4	 0.8	 0.15	 0.94	
SMX	 0.9998	 99.56	 0.93-500	 0.3	 0.7	 1.1	 1.3	 0.9	 0.9	 0.44	 0.93	
GPF	 0.9928	 99.49	 1.92-500	 0.5	 0.6	 0.8	 0.9	 1.5	 1.8	 0.93	 1.92	
OXT	 0.9985	 98.10	 1.83-500	 1.3	 0.8	 0.5	 1.6	 1.3	 1.9	 0.82	 1.83	
CBZ	 0.9993	 98.74	 1.23-500	 1.2	 0.7	 0.5	 1.6	 1.9	 1.1	 0.95	 1.23	
FMQ	 0.9995	 99.52	 3.61-500	 1.8	 1.7	 0.9	 2.9	 2.4	 1.7	 1.39	 3.61	
KET	 0.9995	 99.32	 6.17-500	 1.9	 1.4	 0.9	 4.7	 2.1	 2.9	 4.72	 6.17	
DIC	 0.9987	 99.58	 7.59-500	 2.6	 1.8	 1.4	 7.5	 7.3	 3.8	 2.74	 7.59	
NAX	 0.9991	 99.69	 5.74-500	 2.6	 1.5	 1.2	 8.9	 10.7	 3.8	 2.75	 5.74	
TIF	 0.9988	 99.57	 3.75-500	 3.5	 0.6	 0.8	 3.1	 1.6	 1.4	 0.99	 3.75	
FLF	 0.9979	 98.89	 1.03-500	 0.7	 0.3	 0.5	 0.9	 1.2	 1.1	 0.25	 1.03	
SAC	 0.9996	 99.84	 7.37-500	 2.3	 1.9	 0.8	 3.7	 2.8	 2.1	 2.97	 7.37	
CLF	 0.9987	 99.75	 0.93-500	 0.1	 0.3	 0.6	 1.3	 0.9	 1.2	 0.22	 0.93	
IBU	 0.9995	 98.90	 2.86-500	 1.1	 1.3	 1.2	 1.8	 1.9	 2.8	 1.16	 2.86	
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Los datos recogidos en la tabla 3.7 muestran valores para S. plana similares, en la 
mayoría de los compuestos analizados, a los obtenidos para los P. clarkii, confirmando, 
de esta forma que el método de extracción enzimática es adecuado tanto para ambas 
especies. Así, se obtuvieron rangos lineales de cuantificación entre 0.40-500 ng g-1. Las 
desviaciones estándar relativas se determinaron para seis replicas (repetibilidad) a tres 
niveles de concentración (10, 100 y 500 ng g-1) y en el día 1, 3 y 7 (precisión 
intermedia), fueron inferiores al 3.5 % y al 12 %. Además se obtuvieron valores 
adecuados para los límites de detección (LOD) entre 0.16 y 5.32 ng g-1 y de 
cuantificación (LOQ) entre 0.27 y 11.06 ng g-1.  
 
El efecto matriz debido a la supresión o al realce de ionización es un efecto muy 
frecuente cuando se emplea una fuente de ionización  de tipo electrospray (ESI). Tal 
como se ha descrito, la evaluación del efecto matriz se llevó a cabo por el método de 
Hoff [3], según el cual, porcentajes de efecto matriz < 20%, se consideran bajos, entre 
el 20-40% el efecto sería medio y > 40% se considera efecto matriz muy alto. Como se 
puede observar en la tabla 3.8 la ionización sufre un efecto negativo, de igual modo que 
ocurría en el caso del detector de triple cuadrupolo para la mayoría de los analitos salvo 
para SAC, DNF y TIF  para los que se observa un realce de ionización. Para el resto de 
analitos el efecto de matriz varía desde valores bajos (< 20%) a medios (20-40%) en el 
caso de GTF, GPF, OXT e IBU, sin embargo en el caso de FMQ, se obtiene un valor 
alto de supresión de ionización (-49.6%). De acuerdo con los datos obtenidos, se 
propone la calibración en matriz para llevar a cabo los análisis en muestras de tejido 
biológico de P.clarkii y de S. plana. Como se observa en las tablas 3.8 y 3.9, empleando 
el método de extracción propuesto, se obtuvieron buenos resultados para las 
recuperaciones de extracción (RER) en un rango del 74-105 % para el músculo 















                                Tabla 3.8. Evaluación del efecto matriz en muestras de P.clarkii. 
 
	 Músculo	abdominal	 Glándula	digestiva	
	 ME	 RER	 RE	 ME	 RER	 RE	
AMX	 -4.3	 79.1	 75.7	 -4.9	 77.8	 73.9	
ATN	 -2.4	 89.7	 87.5	 -3.2	 88.9	 86.1	
SDZ	 -10-6	 97.2	 86.9	 -11.4	 96.7	 85.7	
SMR	 -6.5	 96.8	 90.5	 -7.3	 94.5	 87.6	
TMP	 -19.4	 80.3	 64.7	 -20.1	 79.5	 63.5	
MRB	 -10.2	 87.2	 78.3	 -10.8	 86.5	 77.2	
NRF	 -8.6	 91.2	 83.4	 -9.4	 88.7	 80.4	
CPR	 -11.9	 93.5	 82.4	 -12.6	 92.6	 80.9	
SMT	 -7.1	 94.4	 87.7	 -7.9	 93.8	 86.4	
DNF	 2.0	 73.8	 75.3	 2.7	 72.7	 74.7	
ENR	 -8.5	 82.5	 75.5	 -9.6	 80.8	 73.0	
CLT	 -10.9	 88.3	 78.7	 -11.7	 86.8	 76.6	
GTF	 -34.7	 89.1	 58.2	 -35.3	 87.5	 56.6	
SMX	 -5.3	 98.4	 93.2	 -6.4	 97.1	 90.8	
GPF	 -28.3	 83.1	 59.6	 -28.8	 81.7	 58.2	
OXT	 -29.1	 82.5	 58.5	 -29.6	 80.9	 56.9	
CBZ	 -1.5	 89.4	 88.1	 -2.3	 86.3	 84.3	
FMQ	 -49.6	 99.2	 49.9	 -50.6	 97.6	 48.2	
KET	 -10.5	 89.3	 79.9	 -11.3	 88.6	 78.6	
DIC	 -8.0	 91.2	 83.9	 -8.7	 90.5	 82.6	
NAX	 -12.4	 87.6	 76.7	 -13.1	 86.9	 75.5	
TIF	 4.2	 79.9	 83.2	 4.9	 77.4	 81.2	
FLF	 -20.1	 81.9	 65.4	 -21.1	 80.4	 63.4	
SAC	 3.2	 105.4	 108.7	 4.2	 103.8	 108.1	
CLF	 -15.4	 84.8	 71.7	 -16.3	 83.1	 69.6	











                        Tabla 3.9. Evaluación del efecto matriz en muestras de  
                                         músculo de S. plana. 
 
	 ME	 RER	 RE	
AMX	 -6.7	 77.4	 72.2	
ATN	 -3.5	 86.1	 83.1	
SDZ	 -12.4	 95.3	 83.5	
SMR	 -7-2	 94.8	 87.9	
TMP	 -23.9	 81.5	 62.0	
MRB	 -13.2	 85.9	 74.6	
NRF	 -9.9	 92.7	 83.5	
CPR	 -13.4	 91.9	 79.6	
SMT	 -8.6	 92.3	 84.4	
DNF	 3.7	 74.5	 77.3	
ENR	 -9.2	 80.6	 73.2	
CLT	 -12.3	 87.5	 76.7	
GTF	 -36.2	 87.5	 55.8	
SMX	 -6.7	 95.5	 89.1	
GPF	 -31.9	 81.8	 55.7	
OXT	 -27.4	 79.6	 57.7	
CBZ	 -2.7	 87.3	 84.9	
FMQ	 -39.6	 96.2	 58.1	
KET	 -11.3	 86.4	 76.6	
DIC	 -10.7	 90.1	 80.5	
NAX	 -11.6	 86.9	 76.8	
TIF	 5.8	 75.8	 80.2	
FLF	 -19.5	 78.4	 63.1	
SAC	 5.6	 101.8	 109.6	
CLF	 -17.4	 82.7	 68.3	
IBU	 -30.7	 86.9	 60.2	
 
La veracidad del método se evaluó mediante ensayos de recuperación de 
muestras fortificadas a tres niveles de concentración (bajo, medio y alto) que se 
sometieron al procedimiento de extracción enzimática asistida por microondas y 
posteriormente se midieron usando una calibración en matriz. Las muestras se 
fortificaron por triplicado a una concentración final de 10, 100 y 500 ng g-1 y se 
sometieron al procedimiento de extracción. Como se puede observar en la tabla 3.10  y 
3.11 se obtuvieron recuperaciones mayores al 73 % (P. clarkii) y  mayores al 70 % (S. 
plana) para todos los analitos sin diferencias significativas para los tres niveles de 





 Tabla 3.10. Porcentaje de recuperación (%) de muestras de tejido biológico de P.clarkii        
fortificado   (por triplicado) sometidas al procedimiento propuesto.  
                      (Valores medios ± desviación estándar relativa (n=3)). 
 
	 Músculo	abdominal	 Glándula	digestiva	
	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	 10	ng	g-1	 100	ng	g-1	 500	ng	g-1	
AMX	 73±2	 77±1	 78±3	 75±1	 78±1	 80±2	
ATN	 83±1	 85±3	 88±4	 86±2	 87±2	 89±1	
SDZ	 89±3	 92±2	 97±2	 90±1	 94±3	 98±3	
SMR	 90±2	 93±3	 95±1	 91±2	 92±3	 96±1	
TMP	 70±3	 74±5	 80±1	 69±1	 73±2	 79±3	
MRB	 76±2	 79±1	 82±4	 78±2	 80±4	 84±2	
NRF	 78±1	 81±4	 88±3	 80±2	 83±2	 87±3	
CPR	 83±2	 86±3	 90±1	 85±1	 88±2	 91±1	
SMT	 88±1	 90±2	 93±4	 89±2	 92±2	 95±1	
DNF	 67±2	 69±1	 71±3	 68±2	 71±3	 74±2	
ENR	 75±2	 78±4	 82±3	 77±1	 79±2	 83±1	
CLT	 79±3	 83±3	 88±5	 81±2	 85±1	 89±3	
GTF	 80±2	 82±1	 84±3	 81±1	 83±2	 86±1	
SMX	 92±3	 94±1	 96±3	 93±1	 96±2	 98±1	
GPF	 69±2	 72±3	 76±1	 70±3	 73±2	 77±3	
OXT	 73±5	 77±2	 79±3	 74±2	 78±1	 80±2	
CBZ	 88±1	 91±2	 94±2	 89±2	 92±1	 95±2	
FMQ	 72±4	 77±2	 82±3	 74±1	 78±2	 83±1	
KET	 86±1	 88±2	 90±2	 87±2	 89±1	 92±3	
DIC	 84±2	 85±3	 89±3	 82±1	 86±3	 90±2	
NAX	 82±3	 84±1	 87±1	 83±1	 86±2	 89±3	
TIF	 74±1	 79±2	 81±3	 75±2	 80±1	 82±2	
FLF	 73±2	 78±3	 80±1	 74±1	 79±2	 81±3	
SAC	 99±3	 105±2	 115±2	 98±2	 104±1	 113±2	
CLF	 78±1	 80±2	 82±3	 79±2	 81±3	 84±2	










Tabla 3.11. Ensayos de recuperación (%) de muestras de 
músculo de   S. plana fortificado   (por 
triplicado) sometidas al procedimiento 
propuesto. (Valores medios ± desviación 








ATN	 80±1	 84±2	 87±1	
SDZ	 88±3	 90±3	 95±2	
SMR	 86±2	 89±1	 93±2	
TMP	 68±1	 70±2	 74±2	
MRB	 73±3	 76±1	 79±3	
NRF	 77±2	 80±1	 84±2	
CPR	 82±1	 84±2	 88±1	
SMT	 87±2	 89±1	 93±3	
DNF	 65±3	 68±1	 71±2	
ENR	 73±2	 75±2	 78±1	
CLT	 74±2	 77±1	 80±3	
GTF	 83±2	 86±1	 89±2	
SMX	 89±1	 91±2	 94±3	
GPF	 72±3	 75±1	 77±2	
OXT	 68±2	 70±1	 74±3	
CBZ	 85±3	 87±1	 91±2	
FMQ	 70±1	 73±2	 78±2	
KET	 82±3	 84±1	 89±2	
DIC	 80±2	 83±2	 87±3	
NAX	 79±1	 82±2	 86±1	
TIF	 70±3	 73±2	 77±1	
FLF	 72±1	 76±2	 79±1	
SAC	 95±3	 102±3	 108±2	
CLF	 76±2	 79±2	 83±1	







En la tabla 3.12 y 3.13 se muestran los resultados obtenidos en el cálculo de límite 
de decisión (CCα) y de la capacidad de detección (CCβ) para los veintiséis analitos 
seleccionados. Los valores obtenidos para estos parámetros fueron similares e incluso 
inferiores a los obtenidos en estudios previos para analitos similares en matrices de 
peces [1]. Por lo tanto, el procedimiento propuesto es adecuado para  la determinación 
de los principios activos farmacológicos en muestras de músculo abdominal y glándula 






























                 Tabla 3.12. Límites de decisión (CCα) y la capacidad de  
                                  detección (CCβ) calculados.  (Todos los  







	 CCα	 CCβ	 CCα	 CCβ	
AMX	 0.64	 2.02	 0.68	 2.15	
ATN	 0.37	 1.84	 0.41	 2.03	
SDZ	 0.93	 2.73	 1.20	 3.28	
SMR	 0.39	 0.81	 0.45	 0.94	
TMP	 0.08	 0.49	 0.13	 0.63	
MRB	 0.26	 0.93	 0.31	 1.30	
NRF	 1.25	 4.79	 1.84	 5.04	
CPR	 1.15	 2.24	 1.37	 3.41	
SMT	 0.43	 1.38	 0.86	 2.21	
DNF	 1.85	 2.98	 2.07	 3.33	
ENR	 1.25	 2.28	 1.75	 2.86	
CLT	 3.97	 2.16	 4.39	 2.98	
GTF	 0.93	 1.85	 1.17	 2.08	
SMX	 1.06	 2.63	 1.34	 2.89	
GPF	 0.58	 1.39	 0.72	 1.61	
OXT	 0.83	 2.06	 0.94	 2.37	
CBZ	 0.28	 1.59	 0.47	 1.79	
FMQ	 0.03	 0.19	 0.19	 0.35	
KET	 0.75	 1.89	 0.91	 2.37	
DIC	 1.36	 2.58	 1.69	 2.93	
NAX	 1.87	 2.19	 2.13	 2.49	
TIF	 0.27	 1.49	 0.51	 1.73	
FLF	 0.20	 0.53	 0.47	 0.88	
SAC	 2.86	 4.98	 3.09	 5.21	
CLF	 0.56	 1.39	 0.72	 1.63	









                     Tabla 3.13. Límites de decisión (CCα) y la capacidad de  
                                        detección (CCβ) calculados. (Todos los  







	 CCα	 CCβ	 CCα	 CCβ	
AMX	 0.84	 2.51	 0.75	 2.36	
ATN	 0.41	 1.98	 0.57	 2.73	
SDZ	 1.27	 2.91	 1.54	 3.64	
SMR	 0.59	 1.32	 0.66	 1.08	
TMP	 0.39	 0.67	 0.44	 0.98	
MRB	 0.51	 1.37	 0.79	 1.79	
NRF	 1.86	 5.19	 2.43	 5.56	
CPR	 1.54	 2.68	 1.70	 4.05	
SMT	 0.77	 1.65	 1.12	 2.95	
DNF	 2.17	 3.05	 2.49	 3.70	
ENR	 1.63	 2.63	 2.06	 3.04	
CLT	 4.39	 2.70	 4.73	 3.27	
GTF	 1.32	 2.16	 1.85	 2.73	
SMX	 1.40	 2.78	 1.59	 3.08	
GPF	 0.93	 1.66	 1.09	 1.98	
OXT	 1.30	 2.57	 1.63	 2.86	
CBZ	 0.50	 1.72	 0.87	 1.99	
FMQ	 0.34	 0.70	 0.73	 0.84	
KET	 1.22	 2.31	 1.40	 2.89	
DIC	 1.74	 2.99	 1.86	 3.19	
NAX	 2.06	 2.44	 2.56	 2.79	
TIF	 0.53	 1.70	 0.85	 1.94	
FLF	 0.76	 0.92	 0.79	 1.17	
SAC	 3.17	 5.37	 3.53	 5.78	
CLF	 0.87	 1.64	 0.95	 1.80	
IBU	 1.91	 3.23	 2.17	 3.64	
             
 
 
Son escasos aún en bibliografía los trabajos que emplean espectrometría de masas 
de alta resolución para la determinación de principios activos en muestras de tejidos de 
invertebrados, empleando en la mayoría de los casos procedimientos complejos, bien 
por el tratamiento de extracción o por la posterior etapa de limpieza y preconcentración 
que implica extracción en fase sólida en la mayoría de los casos. En un trabajo reciente 
de Peña-Herrera y cols. [5] se describe la determinación de 21 principios activos 
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farmacológicos en músculo de salmón, haciendo uso de dos metodologías de extracción 
diferentes (extracción con ultrasonidos y mediante QuEChERS) obteniéndose en ambos 
casos rendimientos superiores al 70% y límites de cuantificación para los compuestos 
analizados superiores a los obtenidos en esta Tesis. La detección de los fármacos se 
llevó mediante LC-HRMS/MS usando como fases móviles una disolución acuosa de 
formiato amónico (5mM) y una mezcla binaria metanol:acetonitrilo (1:1, v/v) siendo la 
duración del análisis de 9 minutos. El tamaño de muestra empleado (1g) en este caso es 
superior al descrito en el presente capítulo, lo que lo haría incompatible con la 
cuantificación en muestras individuales.  
 
Otros autores, Dasenaki y cols. [6] describen la determinación de 143 principios 
activos farmacológicos en muestras de leche y de músculo de pez por UHPLC-QTOF 
MS siendo previamente extraídos mediante una extracción líquido-líquido seguida de 
una etapa posterior de limpieza con hexano a baja temperatura. Se obtienen LOQs y 
LODs del mismo rango que los obtenidos en este capítulo, que oscilan entre 0.2-20 ng 
g-1. Al igual que en el caso anterior, la cantidad de muestra empleada es superior a la 
que se usa en nuestro caso.  
 
Munaretto y cols. [7] proponen un procedimiento basado en el uso de una 
separación cromatográfica con detección mediante espectrometría de masas empleando 
analizador de cuadrupolo tiempo de vuelo para el análisis de 117 compuestos. Los 
autores emplearon 10 g de muestra obteniendo recuperaciones de entre el 70 y el 120% 
y unos límites de cuantificación en el rango de 5-25 ng g-1. En comparación con los 
resultados obtenidos en este capítulo cabe destacar el elevado número de compuestos 
analizados, sin embargo, es necesario una gran cantidad de muestra y los límites de 
cuantificación son bastante superiores a los obtenidos en este capítulo de Tesis. 
 
Grabicova y cols. [8] proponen un procedimiento para la determinación de 74 
principios activos en muestras de tejido cerebral, musculo e hígado de carpas, que 
implica una separación cromatográfica en 15 min con recuperaciones entre el 60 y el 
130% y LOQs entre 0.1 y 8.4 ng g-1 para algunos de los principios activos analizados en 
este capítulo. En términos generales, se alcanzan similares LOQs aunque las 
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                Capítulo	4	
 
Estudio	 de	 evolución	 temporal.	 Presencia	 de	
principios	 activos	 farmacológicos	 en	 aguas	 y	











Como se expuso en la introducción de esta Memoria, desde hace años existe una 
gran preocupación sobre la presencia de contaminantes, ya sean clásicos o emergentes, 
en entornos naturales especialmente protegidos. Por ello, es necesario establecer 
mecanismos que garanticen la integridad de estos espacios, y entre estos se encuentra el 
desarrollo de métodos analíticos con sensibilidad adecuada que sean capaces de 
identificar y cuantificar a los analitos de interés en muestras procedentes de estas zonas. 
 
En este Capítulo se presentan los resultados obtenido al aplicar la metodología 
analítica descrita en el Capítulo 2 de esta Memoria a los especímenes y muestras de 
agua procedentes de zonas seleccionadas del Parque Nacional de Doñana. Este entorno 
natural viene siendo objeto de estudio, desde hace años, por el Grupo de Investigación 
en el que se ha desarrollado esta Tesis y son, adicionalmente, numerosas las reseñas 
bibliográficas que describen la presencia de diversos tipos de contaminantes en la zona. 
Así, por ejemplo, se ha descrito la presencia de metales pesados tales como arsénico 
(As) y cadmio (Cd), entre otros, en el entorno natural mencionado anteriormente, así 




Para este estudio se seleccionaron varios puntos de muestreo teniendo en cuenta 
aspectos relacionados con las actividades que se llevan a cabo en las proximidades de 
los mismos, así como la representatividad de los diversos ecosistemas que componen el 
Parque Nacional de Doñana y su entorno inmediato, y la presencia de cursos de agua 
que permitieran la presencia de los especímenes seleccionados en este estudio.  
 
Se seleccionaron seis puntos de muestreo: en el curso alto del Arroyo de la 
Rocina (ROC), curso bajo del Arroyo de la Rocina (Casa Bernabé, BER), Arroyo el 
Partido (PAR), Arroyo El Ajolí (AJO), el Matochal (MAT) y el Lucio del Palacio 
(LDP). En la tabla 4.1 se detalla la localización exacta de los puntos de muestreo 
escogidos para el presente estudio, a través de sus coordenadas UTM, y la posible 
problemática ambiental que pretende reflejar. 
 
Como se describe de forma concisa en la tabla 4.1, los posibles efectos negativos 
sobre el medio ambiente en cada uno de los puntos de muestreo se deben, 
esencialmente, a actividades agrícolas y ganaderas en las proximidades de los mismos.  
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Con respecto a las actividades agrícolas, los que más impacto parecen tener a 
priori, son el cultivo de fresas, el de cítricos y el de arroz. Cabe destacar que el cultivo 
de fresa es una de las actividades antropogénicas que más contaminan debido a que 
requiere una gran cantidad de pesticidas y fertilizantes, así como gran cantidad de agua. 
A pesar de que el cultivo de arroz se puede considerar como agricultura tradicional, se 
ha descrito en la bibliografía la presencia de plaguicidas en aguas procedentes de este 
tipo de cultivo. En lo que respecta a las actividades ganaderas, hay que distinguir entre 
dos posibles influencias negativas sobre un entorno natural. La primera es el tránsito de 
ganado, ya que en su orina y estiércol se pueden encontrar, por la necesaria 
administración en muchos casos, fármacos sin metabolizar o bien metabolizados parcial 
o totalmente. La segunda causa es el sobrepastoreo, que provoca la erosión de los 
suelos. 
 
Por otro lado, cabe destacar, que varias de las localizaciones seleccionadas están 
próximas a núcleos urbanos, por lo que no se descartan los posibles vertidos de aguas 
residuales, depuradas o no. Los dos únicos puntos de muestreo que, a priori, no reciben 












































En la figura 4.1 se muestra un mapa del Parque Nacional de Doñana y su entorno 
más inmediato, y en la figura 4.2, la localización de los puntos de muestreo ya 


































Los muestreos se realizaron durante un periodo de seis años, desde 2011 hasta 
2016, con una frecuencia anual, generalmente entre los meses de Mayo y Octubre, 
dependiendo de las condiciones meteorológicas del año de muestreo, dado que la toma 
de muestra de Procambarus clarkii se ve condicionada por los periodos de hibernación 
que realiza esta especie y que dependen en gran medida de la temperatura del agua, así 
como la presencia de agua en los puntos de muestreo. Así, para su captura se tuvo en 
cuenta que los ejemplares estuvieran fuera del periodo de hibernación y se encontrasen 
en edad adulta (lo que viene determinado por su tamaño). Inicialmente, en el primer 
año, se realizaron dos muestreos en los meses de mayo y junio, siempre que existiese 
agua en el punto de muestreo. Posteriormente, y debido a la ausencia de agua y las bajas 
temperaturas en los últimos años, se realizó únicamente un muestreo anual, 
generalmente antes de los meses de verano, en los que varios puntos de muestreo 
quedaban completamente secos. 
 
Las muestras de agua tomadas en cada una de las localizaciones fueron 
transportadas al laboratorio a una temperatura inferior a 4 ºC, y congeladas a -80ºC. 
Para su análisis, una vez descongeladas, se microfiltraron a través de filtro de PTFE de 
0.2 µm de poro y se inyectaron directamente en el cromatógrafo. 
 
Los cangrejos fueron capturados haciendo uso de nasas cangrejeras tubulares de 
malla (tipo holandesa modificada acorde a la recomendación de la Junta Andalucía, 
BOJA número 152, 9 de Agosto de 2016), usando en el interior cebo adecuado (figuras 
4.3 y 4.4). Los especímenes se recogieron de las nasas a las 24 horas para evitar el 
canibalismo entre cangrejos y el estrés de los mismos, lo que puede provocar su muerte, 
así como la entrada accidental de otros animales como tortugas, ranas o peces. Los 
especímenes capturados se transportaron al laboratorio en neveras con agua a una 
temperatura inferior a 4ºC a fin de ralentizar el metabolismo de los mismos, y disminuir 
su estrés. En el laboratorio se diseccionaron separando el músculo abdominal y la 
glándula digestiva, según el procedimiento descrito en el apartado 2.4 del Capítulo 2 
(otras partes fueron almacenadas para otros estudios en ejecución por otros Grupos de 
Investigación). Estas fracciones se pesaron y se liofilizaron durante 48 horas (músculo 
abdominal) y 96 horas (glándula digestiva) y finalmente se trituró de forma conjunta el 
tejido biológico con un mortero de ágata conservándose a -80ºC hasta su extracción y 
posterior análisis, por lo que los datos que se obtienen se corresponden a un “pool” de 
los especímenes capturados en cada punto y fecha. 
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El número de ejemplares capturados cada año, y en cada punto de muestreo fue 
variable debido a las condiciones climatológicas; no obstante, se puede tomar como 
media un número aproximado de 100 especímenes por año. 
 
 
                            
                      Figura 4.3. Nasas tubulares de malla usadas en la captura de P.clarkii 
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Dado que la respuesta de los organismos bioindicadores puede venir condicionada 
por las condiciones ambientales de su entorno, es importante destacar aquellos aspectos 
más relevantes de la climatología de la zona. Así, el Parque de Doñana está ubicado en 
una zona de clima típicamente mediterráneo, caracterizado por veranos secos e 
inviernos relativamente húmedos. Las temperaturas son suaves durante todo el año, con 
temperaturas máximas que varían aproximadamente 17 °C de invierno a verano. Una de 
las características más importantes de esta zona es que de tres a cinco meses es verano, 
cuando está dominado por el anticiclón subtropical, y en estas condiciones, el clima es 
extremadamente seco. Sin embargo, ciertas zonas del parque retienen corrientes de agua 
debido a contribuciones externas de ríos y riachuelos. Tanto la temperatura como la 
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lluvia condicionan la abundancia de cangrejos de río y la dilución o concentración de 
posibles contaminantes en las corrientes de agua.  
 
En las tablas 4.2 y 4.3 se detallan las temperaturas medias mensuales y la 
precipitación media mensual en el periodo 2011-2016. Estos datos corresponden a dos 
estaciones de vigilancia ambiental localizadas en los alrededores del Parque Nacional de 
Doñana: Estación RAIFSE004 de Isla Mayor (Red de Alerta e Información 
Fitosanitaria, Consejería de Agricultura y Pesca, Junta de Andalucía, España) y 
Estación RIA2110, situada en Almonte (Red de Información AgroClimática (IFAPA), 
Instituto de Investigación y Formación Agraria y Pesquera, Junta de Andalucía, 
España). 
 
Tabla 4.2. Temperaturas medias mensuales y precipitación media mensual en el periodo 2011-2016    




Año	 Ene.	 Feb.	 Mar.	 Abr.	 May.	 Jun.	 Jul.	 Ago.	 Sep.	 Oct.	 Nov.	 Dic.	
2011	
10.6	1.1	 11.0	1.7	 13.1	3.0	 17.6	1.9	 21.3	0.6	 23.7	0.3	 23.8	0.1	 24.0	0.2	 21.7	1.2	 19.4	1.7	 13.8	3.0	 10.1	0.3	
2012	
9.0	0.7	 7.7	0.0	 13.4	1.1	 14.2	1.6	 21.1	0.7	 23.5	0.0	 23.3	0.1	 23.9	0.1	 21.3	1.8	 17.6	3.7	 14.1	3.9	 11.0	1.0	
2013	
10.4	1.3	 8.2	4.0	 10.9	4.2	 14.6	1.1	 17.7	0.3	 21.5	0.0	 24.2	0.1	 24.2	0.0	 22.0	1.5	 18.7	1.7	 12.2	0.1	 10.4	1.3	
2014	
11.4	2.1	 11.5	1.1	 13.1	0.9	 16.5	0.6	 21.3	0.0	 22.5	0.2	 24.5	0.0	 22.0	0.0	 18.0	0.2	 18.7	2.8	 14.8	1.7	 12.8	0.5	
2015	
8.4	1.9	 9.6	0.2	 13.1	1.1	 16.5	0.6	 21.3	0.0	 22.5	0.2	 24.5	0.0	 22.0	0.0	 18.0	0.2	 18.7	2.8	 14.8	1.7	 12.8	0.5	
2016	















Tabla 4.3. Temperaturas medias mensuales y precipitación media mensual en el periodo 2011-2016       




Año	 Ene.	 Feb.	 Mar.	 Abr.	 May.	 Jun.	 Jul.	 Ago.	 Sep.	 Oct.	 Nov.	 Dic.	
2011	
10.8	1.1	 11.2	2.2	 13.5	3.3	 17.6	3.9	 20.9	0.6	 23.9	0.0	 24.9	0.0	 26.3	0.0	 23.3	1.0	 20.5	2.1	 14.0	4.2	 10.3	0.4	
2012	
9.3	1.1	 7.4	0.1	 13.5	1.6	 14.4	1.0	 20.6	1.0	 24.0	0.0	 24.8	0.0	 26.2	0.0	 22.7	0.4	 18.5	3.6	 14.2	3.7	 11.0	1.3	
2013	
10.8	1.5	 10.1	2.3	 13.3	5.7	 15.9	0.9	 17.3	0.2	 21.7	0.0	 24.7	0.0	 25.9	0.9	 23.2	1.5	 19.5	2.1	 12.8	0.1	 10.6	2.4	
2014	
11.5	2.0	 11.6	2.1	 13.6	1.3	 17.6	1.8	 20.2	0.5	 21.7	0.1	 23.5	0.0	 25.0	1.4	 22.4	1.6	 20.9	1.3	 15.7	7.0	 9.9	1.5	
2015	
9.4	2.4	 11.0	0.2	 14.0	1.5	 17.1	0.9	 21.2	0.0	 23.4	0.0	 26.6	0.0	 25.1	0.9	 21.3	0.2	 18.9	3.8	 14.6	2.2	 12.4	1.0	
2016	






Aplicando la metodología descrita en el Capítulo 2 de esta Memoria se analizaron 
muestras de músculo abdominal y de glándula digestiva correspondientes a “pools” de 
especímenes de Procambarus clarkii capturados en los diferentes puntos de muestreo 
cada año. En la tabla 4.4 (músculo abdominal) y 4.5 (glándula digestiva) se muestran 
los resultados obtenidos tras el análisis de los 23 principios activos farmacológicos 
seleccionados. En la tabla 4.6 aparecen los resultados obtenidos en el análisis directo de 




















Tabla 4.4. Principios activos farmacológicos identificados y cuantificados en el músculo abdominal de P.    











ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 Detectado	 Detectado	 	 	 	
AJO	 	 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	 	
MAT	 	 	 Detectado	 Detectado	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	 	
MAT*	 	 	 	 	 	




ROC	 	 Detectado	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 21.2±2.3		 	 	 	 Detectado	




ROC	 	 	 10.8	±0.5	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 30.6±3.5		 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 9.6±1.8	 	 	
AJO	 26.2±4.1		 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	
LDP	 	 	 	 	 	
*Punto de muestreo seco. No se capturaron especímenes. 
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Tabla 4.5. Principios activos farmacológicos identificados y cuantificados en glándula   digestiva de  











ROC	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 Detectado	 	 	 	
AJO	 	 Detectado	 	 	
MAT	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	
MAT	 	 	 Detectado	 Detectado	




ROC	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	
AJO	
MAT*	 Detectado	 	 	 	




ROC	 	 Detectado	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 	 	 14.6±2.0		 	
AJO	 27.6	±3.8	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	
PAR	 	 	 20.8±0.8		 	
AJO	 34.2±5.3	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	
LDP	 	 	 	 	
















ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 Detectado	 Detectado	 	 	 	
AJO	 	 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 Detectado	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 Detectado	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	
MAT*	 	 	 	 	 Detectado	




ROC	 	 5.1±0.8		 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 4.2	±1.2	 	 	 	 Detectado	
MAT	 	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 4.7±0.6		 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 Detectado	 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	




ROC	 	 	 	 	 	
BER	 	 	 	 	 	
PAR	 	 	 	 	 	
AJO	 5.1±1.2	 	 	 	 	
MAT	 	 	 	 	 	
LDP	 	 	 	 	 Detectado	
*Puno de muestreo seco. 
 
Como se puede observar en las tablas 4.4, 4.5 y 4.6, se han identificado e incluso 
cuantificado algunos de principios activos farmacológicos objeto de estudio de la 
presente Tesis en los puntos de muestreo seleccionados durante un periodo de seis años. 
Cabe destacar que las sustancias, cuando han sido detectadas o medidas, lo han sido 
tanto en músculo como en glándula digestiva de los especímenes, excepto IBU 
detectado en especímenes capturados en el punto de muestreo AJO en 2014, que solo 
fue detectado en músculo. También hay que señalar como la cantidad medida de FMQ 
en los especímenes capturados en AJO en 2014 es mayor en el músculo. También en el 
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año 2011, CPR fue detectada en solo una de las fracciones de los especímenes 
capturados en PAR y AJO. 
Durante el año 2011 se identificó la presencia de flumequina y ciprofloxacina en 
músculo abdominal, glándula digestiva y en agua en el Arroyo el Partido. Este punto se 
encuentra en las proximidades del Parque Natural de Doñana, concretamente en la zona 
denominada pre-Parque en la que la presencia del ganado equino y vacuno es abundante 
y el cauce de este arroyo desemboca directamente en los caños que riegan las marismas 
del Parque Natural. Debido a ello, la presencia de principios activos farmacológicos en 
animales que forman parte de la fauna de Doñana podría atribuirse a una potencial 
fuente antropogénica proveniente de la presencia de explotaciones ganaderas de la zona. 
En el año 2012 en el punto denominado Matochal (MAT) se detectaron 
carbamazepina y sulfametoxazol. En dicha localización no se capturaron especímenes 
en el año 2013 ya que a causa de las altas temperaturas y la falta de lluvias, éste no 
presentaba suficiente agua para recoger muestras. Cabe destacar que este punto de 
muestreo se seleccionó para evaluar los posibles efectos negativos sobre la fauna de los 
cultivos de arrozales próximos al Parque.  
En todos los años de muestreo, excepto en 2011, se ha encontrado flumequina en 
el punto de muestreo denominado Ajolí (AJO), también en las muestras de agua, 
excepto 2011 y 2013, por lo que este punto parece especialmente sensible a este 
principio activo. En 2012 y 2013 solo se alcanzaron niveles detectables, mientras que en 
los años posteriores se encontraron niveles cuantificables. La problemática ambiental 
que presenta este punto es la misma que en el caso del PAR, por tanto, la presencia de 
estos principios activos tanto en los especímenes de P. clarkii como en las muestras de 
aguas se podrían relacionar con el transito de ganado equino y bovino dado que este 
principio activo es de uso muy frecuente en ganadería, y este podría ser el principal 
vector de contaminación de este arroyo. 
 
En la campaña del 2014 se detectó ciprofloxacina (CPR) en el curso alto del 
Arroyo la Rocina, mientras que en el año 2015 se midió carbamazepina en una 
concentración de 10.8 mg g-1 en el mismo punto de muestreo. El muestreo de 2014 se 
realizó tras la peregrinación anual al Rocío que, como es bien conocido, moviliza cerca 
de un millón de personas durante unos pocos días. Ciprofloxacina es un antibiótico 
ampliamente usado en humanos para el tratamiento de muchas enfermedades 
infecciosas, por lo que su presencia en los especímenes de Procambarus clarkii podría 
ser indicativo de la influencia del tránsito de personas en el interior del parque. 
Carbamazepina es un fármaco antiepiléptico y su presencia podría deberse a que el 
Arroyo de la Rocina se encuentra a unos dos kilómetros de la aldea el El Rocío. Debido 
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a que este punto de muestreo es uno de los principales aportes de agua a las marismas 
del Parque Nacional de Doñana, la presencia de estos y otros contaminantes perjudica 
gravemente al ecosistema de este espacio natural. 
 
Por último, cabe destacar que durante las campañas 2012 y 2015 se detectó 
salicílico e ibuprofeno en muestras de aguas procedentes de Lucio del Palacio. Este 
punto fue seleccionado inicialmente, por su localización, como referencia de ausencia 
de contaminación, y la presencia de estos principios activos pone de manifiesto la 
problemática que nos ocupa en el interior del espacio natural. En este punto se 
encuentra ubicado centro de investigación de la Estación Biológica de Doñana 
denominado “Palacio de Doñana” y alberga laboratorios, viviendas de guardas y locales 
de servicios tales como talleres, cuadras, naves, etc.. Mantiene una infraestructura 
importante al servicio de la investigación científica, con facilidades de alojamiento, (así 
por ejemplo en un año proporciona alojamiento a unas 2500 personas y sirve unas 7000 
comidas), vehículos todoterreno, guardas y personal de asistencia en el campo, 
laboratorios y equipamiento informático. Por todo ello, introduce en la zona más 
profunda y protegida del parque una fuente de contaminación antropogénica importante. 
Asimismo, se detectó en muestras de agua ácido salicílico en los puntos de Matochal y 
Bernabé, que están en las proximidades de núcleos urbanos que rodean el Parque. 
 
No existe apenas información anterior a los estudios de esta Tesis sobre la 
presencia de principios activos farmacológicos en los cursos de agua del Parque 
Nacional de Doñana, y menos aún en organismos de dicho hábitat. La referencia más 
cercana es un estudio de evolución temporal realizado entre los años 2008 y 2009 que 
incluye, entre otros datos, los niveles encontrados de una selección de principios activos 
farmacológicos y productos de cuidado e higiene personal. Los análisis se realizaron 
mediante cromatografía líquida con detección de fluorescencia, tras la extracción de las 
muestras de agua mediante SPE con cartuchos Oasis HLB [3]. Se tomaron muestras de 
4 puntos de muestreo: 2 en el río Guadiamar, otro en arroyo de la Rocina, cercano a la 
depuradora de aguas residuales, y el último en arroyo de El Partido. 
 
Con respecto a los compuestos analizados en esta Memoria, los niveles de ácido 
salicílico medidos oscilaron entre 0.04 y 1.40 µg L-1 para las muestras tomadas en el río 
Guadiamar. En el punto de la Rocina los autores midieron concentraciones de hasta 2.24 
µg L-1 de ácido salicílico y de hasta 2.04 µg L-1 en El Partido. Solo se obtuvieron 
concentraciones reseñables de carbamazepina en el punto de muestreo de la Rocina, 
donde se llegaron a medir 1.11 µg L-1. Asimismo, los autores no detectaron 
sulfometoxazol, al igual que en las muestras de agua analizadas en esta Tesis; no 
obstante, este compuesto fue detectado en especímenes de P. clarkii capturados en el 
 127 
Ajolí en 2012. El análisis de ibuprofeno en muestras de agua de la Rocina y el Partido 
mostró contenidos de hasta 4.55 µg L-1. 
 
Los estudios sobre la evolución temporal de principios activos farmacológicos 
descritos en el presente capítulo se realizaron posteriormente de los realizados por 
Camacho Muñoz y cols. (2010) y cabe destacar que el estudio presentado en la siguiente 
Tesis cubre un periodo de varios años, emplea una detección mucho más sensible y se 
complementa con el análisis de organismos vivos, como es Procambarus clarkii que 


































[1] M. García Sevillano, M. González Fernández, R. Jara Biedma, T. García Barrera, J.  
López Barea, C. Pueyo, J.L. Gómez Ariza. Biological response of free-livingmouse Mus 
spretus from Doñana National Park under environmental stress bases on assessment of 
metal-binding biomolecules by SEC-ICP-MS. Analytical and Bioanalytical Chemistry 
404 (6-7) (2012) 1967-1981. 
[2] A. Torreblanca, J. Del Ramo, J. Díaz-Mayans. Effects of cadmium on the 
biochemical composition of the freshwater crayfish Procambarus clarkii (Girard, 
1852). Bulletin of Environmental Contaminantion and Toxicology 47 (1991) 933-938. 
[3] D. Camacho Muñoz, J. Martin, J.L. Santos, I. Aparicio, E. Alonso. Occurrence, 
temporal evolution and risk assessment of pharmaceutically active compounds in 













































































































                Capítulo 5 
 
 
Ensayos de exposición: Especímenes de Procambarus 
clarkii y Scrobicularia plana expuestos a flumequina, 










En el presente capítulo se describen los ensayos de exposición a flumequina, 
ciprofloxacina e ibuprofeno al que fueron sometidos especímenes de Procambarus 
clarkii y de Scrobicularia plana a fin de estudiar su posible acumulación en músculo 
abdominal y glándula digestiva (P. clarkii) y en músculo (S. plana). Con ello se 
pretende conocer la respuesta de este organismo en relación a la acumulación y 
eliminación de ciertos contaminantes y, así, poder analizar con mayor rigor aquellos 
especímenes capturados en el medio ambiente para su uso como bioindicadores. Se 
empleó para ello la metodología puesta a punto en esta Tesis, y descrita en capítulos 
anteriores. 
 
Adicionalmente, se realizó un ensayo de exposición de especímenes de P. clarkii 
a dos mezclas binarias de flumequina:ibuprofeno y ciprofloxacina:ibuprofeno a una 
concentración de 10 mg L-1 al objeto de identificar los posibles metabolitos generados 
en los especímenes expuestos, para su posterior búsqueda en muestras expuestas a 
menores niveles, ya que pudiera darse el caso de no detección de los compuestos y si de 





Los ensayos de exposición se llevaron a cabo en las instalaciones del 
Departamento de Ecología y Gestión Costera del Instituto de Ciencias Marinas de 
Andalucía (ICMAN) en la provincia de Cádiz. Estos experimentos se realizaron como 
parte de los Proyectos de Investigación CTM2012-38720-C03-00 y CTM2015-67902-
C02-01 del Ministerio de Economía y Competitividad, en el que participaban 
investigadores de las Universidades de Córdoba, Huelva y Sevilla, así del ICMAN-
CSIC.  
 
La duración del ensayo se estableció en 38 días, distribuidos de la siguiente 
forma: 10 días de aclimatación y depuración de los especímenes, en los 21 días 
siguientes los especímenes se sometieron a un coctel de fármacos a dos 
concentraciones, 10 y 100 µg L-1,  en el agua del tanque de exposición, (preparados a 
partir de un stock individual de los mismos disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO) y, 
por último, 7 días de depuración a fin de poder evaluar también el proceso de 
eliminación de los principios activos farmacológicos en los especímenes. Los 
especímenes de Procambarus clarkii para este ensayo se capturaron en los canales de 
distribución de agua de los arrozales de la Laguna de La Janda (Cádiz, España). Los 
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especímenes de Scrobicularia plana se recolectaron en el Parque Natural Bahía de 
Cádiz (Río San Pedro, margen izquierdo). 
 
Se establecieron cuatro grupos de exposición simultánea: control agua, control 
DMSO (conteniendo la misma concentración de DMSO que contienen los fármacos 
suministrados), concentración 1 (10 µg L-1 de cada uno de los principios activos) y 
concentración 2 (100 µg L-1 de cada fármaco). Hay que destacar en este punto que la 
realización de los dos controles toma todo su sentido teniendo en cuenta que los 
especímenes también fueron usados en otras metodologías (metabolómica, epigenética 
y epigenómica) como parte de un Proyecto de Investigación en ejecución en ese 
momento. 
 
 El ensayo llevado a cabo con P. clarkii se realizó en doce tanques de 100 L (tres 
tanques para cada condición de ensayo) con agua dulce exenta de cloro, con aireación 
constante y refugios para los especímenes consistentes en tubos de PVC de 15 cm de 
diámetro a fin de evitar canibalismo. Se establecieron unas condiciones de trabajo 
semiestáticas en las cuales el agua se renovó cada 48 horas. Se dispusieron 150 
organismos con un promedio de 10 cm en cada tanque. Los ejemplares de P. clarkii 
fueron alimentados con un pienso para peces de agua dulce suministrado cada 48 horas 
y 3 horas antes del cambio de agua. En la figura 5.1 se muestra uno de los tanques 
usado en las experiencias de exposición. 
 
 
                                Figura 5.1 Tanque usado en los ensayos de exposición de P. clarkii. 
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En el caso de S .plana, el ensayo se realizó en doce tanques de 100 L con agua de 
mar filtrada por un filtro de 0.2 µ y con una aireación constante. Se dispusieron 140 
ejemplares en cada tanque La ratio volumen agua:organismos fue de 0.4-0.5 
L/organismo y se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. Se establecieron 
condiciones semiestáticas con luz natural y en las cuales el agua se renovó cada 48 
horas. Las coquinas de fango fueron alimentadas con un alimento para filtradores 
suministrado cada 48 horas en un intervalo entre 2 y 3 horas antes del cambio de agua. 
En la figura 5.2 se muestra uno de los tanques usados en los ensayos de exposición. 
  
 
                                Figura 5.2. Tanque usado en los ensayos de exposición de S. plana. 
 
Se realizaron muestreos periódicos de las aguas de los tanques y de los 
especímenes tal como se detalla a continuación. Las muestras de agua se tomaron los 
días 1, 3, 11, 13, 19, 21 y 22. Se conservaron a -80ºC para su posterior análisis mediante 
el procedimiento descrito en capítulos anteriores. 
 
Se retiraron especímenes los días 0, 1, 7, 21 y 28 de exposición. Se diseccionaron 
separando músculo abdominal y glándula digestiva en el caso de P. clarkii y músculo 
para el caso de S. plana. Las muestras se congelaron tras la disección inmediatamente 
empleando nitrógeno líquido y se conservaron a - 80ºC hasta su posterior análisis. Las 
glándulas digestivas de los especímenes extraídos a cada tiempo de exposición fueron 
tratadas conjuntamente y, por tanto, los contenidos correspondientes se corresponden 




A lo largo del ensayo de exposición se tomaron muestras de agua a fin de tener un 
control de parámetros físico-químicos y de concentración de principios activos 
farmacológicos a los que se encontraban expuestos los especímenes. En la tabla 5.1 se 
muestran los datos de parámetros físico-químicos de los ensayos de exposición. Como 
puede observarse, las condiciones en los tanques se mantuvieron bastante estables a lo 
largo del ensayo. 
 
Tabla 5.1. Parámetros físico-químicos del agua de los tanques usados en los ensayos de exposición de    
P. clarkii y de S.plana. 
 
Parámetros	












































































Para evaluar si la concentración de los principios activos farmacológicos se 
mantuvo constante durante el ensayo de exposición, las muestras de aguas se 
microfiltraron (0.2 µm) y se midieron en las condiciones descritas en el apartado 3.3 del 
Capítulo 3. El análisis del agua de cada tanque, reveló que los niveles no variaban 





Como cabía esperar, dado que en los tanques de control el agua no contenía los 
principios activos farmacológicos, en las muestras de P. clarkii analizadas a lo largo de 
todos los ensayos no se detectó la presencia de ninguno de los analitos. Sin embargo, en 
los tanques 2 y 3 de control agua se encontró flumequina a una concentración próxima a 
3 ng g-1 y ciprofloxacina en una concentración de 2 ng g-1 tras dos días de exposición a 
los principios activos farmacológicos. Una vez transcurridos siete días de exposición, se 
encontró flumequina en el tanque 3 del grupo de exposición control DMSO en valores 
cercanos a 2 ng g-1. La presencia de esos analitos en grupos denominados control se 




A lo largo del ensayo de exposición se retiraron cinco especímenes de 
Procambarus clarkii cada uno de los días indicados en el apartado 5.1 de cada uno de 
los tanques usados para esas condiciones. Los organismos se diseccionaron separando 
músculo abdominal y glándula digestiva y se midieron según el procedimiento descrito 
en el apartado 3.3 del Capítulo 3. En la tabla 5.2 se muestran los resultados obtenidos de 





















          Tabla 5.2. Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo abdominal de 
                            Procambarus clarkii durante el ensayo de exposición (Tanque 10 µg L-1). 
 
Día	 Tanque	 Principios	activos	farmacológicos	
	 	 FMQ	 CPR	 IBU	
0	
1	 ND	 ND	 ND	
2	 ND	 ND	 ND	








































                  ND: No detectado 
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            Tabla 5.2 (continuación). Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo abdominal  


















          
 
Se aprecia que tras un día de exposición a un nivel de 10 µg L-1, se produce una 
acumulación de los analitos en el músculo abdominal de entre 10 y 14 µg g-1 para 
flumequina, de 10-13 µg g-1 para ciprofloxacina y en el rango de 6-10 µg g-1 para 
ibuprofeno. La acumulación de FMQ y CPR aumenta sustancialmente a los 7 días, no 
así la de IBU, y a los 21 días se constata que la acumulación de FMQ casi se mantiene y 
aumentan las de CPR e IBU. Tras 7 días de depuración, los especímenes mantienen 
niveles de acumulación, en todos los fármacos, del orden de los valores tras 7 días de 
ensayo o ligeramente superiores.  
 
Representando estos resultados agrupados por principios farmacológicos, la figura 
5.1 muestra como la acumulación de flumequina en el músculo abdominal de P. clarkii 
presenta muy poca variación en lo que respecta a los tres tanques. De la figura 5.2 se 
deduce que hay una inversión del máximo de concentración de ciprofloxacina 
acumulada en el tejido en el tanque 3 en comparación con los dos otros tanques, es 
decir, esa concentración es máxima tras haber transcurrido siete días del ensayo de 
exposición, mientras que para el tanque 1 y 2 es a los veintiún días. Por último, cabe 
destacar que tal y como se aprecia en la figura 5.3, para el ibuprofeno se produce una 







Figura 5.1. Evolución de la concentración de flumequina acumulada en músculo abdominal  
                  de P.clarkii durante el ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
 
Figura 5.2. Evolución de concentración de ciprofloxacina acumulada en músculo abdominal  
                    de P.clarkii durante el ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
 
Figura 5.3. Evolución de la concentración de ibuprofeno acumulada en músculo abdominal de  


















































Las figuras 5.1 a 5.3 ponen de manifiesto que los organismos expuestos 
presentan comportamientos homogéneos en cuanto a acumulación se refiere, sin 
embargo, las tendencias de acumulación son dependientes del principio activos 
suministrado, lo cual podría estar muy relacionado con el carácter lipídico de los 
mismos así como con la capacidad del organismo de metabolizar dicho compuesto y por 
supuesto con el estado de salud de estos después de la exposición. 
 
Las muestras de glándula digestiva (“pools” de los 5 especímenes) se midieron 
según el procedimiento descrito en el apartado 3.3 de Capítulo 3. En la tabla 5.3 se 
muestran los resultados de acumulación en el ensayo de exposición, y en las figuras 5.4 
a 5.6 se representan esos valores en función del principio activo para una mejor 
visualización.  
 
                        Tabla 5.3. Concentración (ng g-1) de los analitos en glándula digestiva de  
                  Procambarus clarkii durante el ensayo de exposición  
                  (Tanque 10 µg L-1).  
 Día	 Tanque	 Principios	activos	farmacológicos	
FMQ	 CPR	 IBU	
0	 1	 ND	 ND	 ND	2	 ND	 ND	 ND	
3	 ND	 ND	 ND	1	 1	 12.65±2.42	 10.02±2.34	 6.26±3.52	2	 13.77±3.89	 11.85±2.76	 7.36±3.61	
3	 12.02±1.98	 12.07±1.56	 9.12±3.98	
7	 1	 16.98±2.49	 11.75±0.95	 5.92±1.65	2	 17.95±3.14	 14.49±2.43	 7.75±1.30	
3	 19.32±1.99	 17.59±3.65	 8.92±1.54	21	 1	 23.11±1.76	 15.76±4.09	 12.45±2.15	2	 24.15±2.21	 16.86±3.87	 16.97±2.63	
3	 25.22±2.75	 15.28±3.31	 14.95±3.95	
28	 1	 13.29±3.06	 14.03±2.65	 8.83±2.34	2	 15.04±2.51	 11.94±2.98	 10.60±2.12	
3	 14.18±3.18	 12.36±1.87	 11.36±4.76											ND:	No	detectado	
 
Los niveles de acumulación de flumequina, ciprofloxacina e ibuprofeno en 
glándula digestiva de Procambarus clarkii son similares a los de músculo abdominal. 
De nuevo se constata los elevados niveles que persisten tras siete días de la conclusión 
del ensayo de exposición. El comportamiento en todos los tanques es muy similar, y 




Figura 5.4. Evolución de la concentración de flumequina acumulada en glándula digestiva de  
                   P. clarkii durante el ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
 
   Figura 5.5. Evolución de la concentración de ciprofloxacina acumulada en glándula digestiva de  
                      P. clarkii durante el ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
 
   Figura 5.6. Evolución de la concentración de ibuprofeno acumulada en glándula digestiva de P. clarkii      













































Para llevar a cabo la determinación de los principios activos farmacológicos en 
el tanque de concentración de 100 µg L-1 se siguió la metodología ya descrita para el 
tanque de menor concentración. En la tabla 5.4 se muestran los valores correspondientes 
a cada uno de los tanques con sus correspondientes desviaciones estándar. 
 
                Tabla 5.4. Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo abdominal de 
                         Procambarus clarkii durante el ensayo de exposición (Tanque 100 µg L-1). 
 
Día	 Tanque	 Principios	activos	farmacológicos	FMQ	 CPR	 IBU	
0	
1	 ND	 ND	 ND	
2	 ND	 ND	 ND	






































             Tabla 5.4 (continuación). Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo abdominal  































          
 
Se puede observar que tras un día de exposición se produce una acumulación de 
flumequina que oscila entre 70-83 ng g-1, de ciprofloxacina entre 60-69 ng g-1 y entre 40 
y 55 ng g-1 para ibuprofeno. Esa acumulación se va aumentando de forma similar para 
los tres fármacos alcanzando mayor acumulación tras veintiún días de exposición. Una 
vez transcurridos los siete días de depuración, se observa que hay una acumulación 
cercana a 110 ng g-1 para flumequina, para ciprofloxacina es de 86 ng g-1 y de 92 ng g-1  
para ibuprofeno. 
 
La figura 5.7 muestra como la acumulación de flumequina en el músculo 
abdominal de P. clarkii presenta muy poca variación en lo que respecta a los tres 
tanques. De la figura 5.8 se deduce que hay una inversión del máximo de concentración 
 145 
de ciprofloxacina acumulada en el tejido de los especímenes del tanque 3 en 
comparación con los dos otros tanques, es decir, esa concentración es máxima tras haber 
transcurrido siete días del ensayo de exposición, mientras que para el tanque 1 y 2 es a 
los veintiún días. Por último, cabe destacar que tal y como se aprecia en la figura 5.9, 
que se produce una mayor acumulación de ibuprofeno en los animales del tanque 2. 
 
 
Figura 5.7. Evolución de la concentración de flumequina en músculo abdominal de P.clarkii durante 





Figura 5.8. Evolución de la concentración de ciprofloxacina en músculo abdominal de P.clarkii durante  

































Figura 5.9. Evolución de la concentración de ibuprofeno en músculo abdominal de P.clarkii durante 
                   el ensayo de exposición. (Tanque 100 µg L-1) 
 
Como puede apreciarse comparando las figuras 5.1 a 5.3 y 5.7 a 5.9, el 
comportamiento de acumulación en músculo abdominal de los especímenes muestra 
una tendencia similar en el caso de flumequina y ciprofloxacina en los dos niveles de 
concentración a los que se han expuestos, si bien hay que destacar una mayor dispersión 
en los resultados obtenidos en las muestras de los especímenes expuestos a alta 
concentración. Con respecto a ibuprofeno, sin embargo, las tendencias de acumulación 
presentan comportamientos diferentes entre bajo y alto nivel de exposición. En el caso 
de bajas concentraciones, este principio activo parece mantener su nivel de acumulación 
en músculo abdominal durante la primera semana, mientras que a altas concentraciones 
se aprecia claramente como los niveles de concentración encontrados muestran un 
aumento progresivo con los días de exposición hasta llegar a alcanzar su valor máximo 
a los 21 días. 
 
Para la glándula digestiva de Procambarus clarkii se siguió el mismo 
procedimiento que para el tanque de 10 µg L-1. En la tabla 5.5 se muestran los 





























Tabla 5.5. Concentración (ng g-1) de los analitos en glándula digestiva de Procambarus  
                 clarkii durante el ensayo de exposición (Tanque 100 µg L-1). 
 
Día	 Tanque	 Principios	activos	farmacológicos	FMQ	 CPR	 IBU	
0	
1	 ND	 ND	 ND	
2	 ND	 ND	 ND	
3	 ND	 ND	 ND	
1	
1	 76.45±6.90	 66.13±7.98	 46.61±10.54	
2	 78.32±7.49	 67.43±8.05	 46.78±11.34	
3	 79.43±8.16	 64.76±8.53	 50.14±12.90	
7	
1	 152.56±5.98	 102.66±9.07	 134.93±9.87	
2	 160.11±7.39	 103.68±8.65	 131.71±10.06	
3	 155.37±8.16	 102.73±8.83	 134.07±11.87	
21	
1	 201.98±8.54	 158.45±10.08	 178.50±13.97	
2	 206.59±7.31	 159.35±9.49	 180.37±12.06	
3	 204.26±6.98	 160.02±9.38	 179.71±11.45	
28	
1	 108.95±6.84	 80.43±8.07	 84.56±9.67	
2	 104.79±9.34	 84.37±7.99	 87.44±10.06	
3	 113.53±9.95	 85.27±9.19	 97.06±9.98	
          ND: No detectado 
 
 
De la tabla 5.5 se deduce que la acumulación de los tres fármacos en la glándula 
digestiva es similar a la que se produce en el músculo abdominal de P.clarkii. 
 
La figura 5.10 muestra como la acumulación de flumequina en el músculo 
abdominal de P. clarkii presenta muy poca variación lo que respecta a los tres tanques. 
De la figura 5.11 se deduce que hay una inversión del máximo de concentración de 
ciprofloxacina acumulada en el tejido de los animales del tanque 3 en comparación con 
los dos otros tanques, es decir, esa concentración es máxima tras haber transcurrido 
siete días del ensayo de exposición, mientras que para el tanque 1 y 2 es a los veintiún 
días. Por último, cabe destacar, como se aprecia en la figura 5.12, que se produce una 







Figura 5.10. Evolución de la concentración de flumequina en glándula digestiva de P.clarkii durante  




Figura 5.11. Evolución de la concentración de ciprofloxacina en glándula digestiva de P.clarkii durante  




Figura 5.12. Evolución de la concentración de ibuprofeno en glándula digestiva de P.clarkii durante  











































Comparando las figuras 5.4 a 5.6 y 5.10 a 5.12 puede apreciarse que así como la 
tendencia a la acumulación en glándula digestiva, es la misma en el caso de flumequina, 
se aprecian ligeras variaciones en el caso de las tendencias mostradas con 
ciprofloxacina y de forma más acusada con ibuprofeno entre las muestras de los 
especímenes expuestos a alta y baja concentración de principios activos. Así pues, en el 
caso de ciprofloxacina, los especímenes expuestos a bajas concentraciones mantienen 
niveles de acumulación en glándula digestiva casi constantes, con un leve aumento a 21 
días, sin embargo, los expuestos a altas concentraciones muestran un aumento 
progresivo en la acumulación hasta los 21 días de exposición. En el caso de ibuprofeno, 
a bajas concentraciones de exposición se aprecia como inicialmente se mantiene 
constante el nivel de acumulación, sin embargo, a altas concentraciones la tendencia 































Se midieron, de forma individual, (aplicando la metodología descrita en el 
Capítulo 3) los niveles de FMQ, CPR e IBU acumulados en diez especímenes de 
Scrobicularia plana durante el ensayo de exposición en tanques de concentración 10 µg 
L-1. En la tabla 5.6 se muestran los valores correspondientes a cada uno de los tanques 
con sus correspondientes desviaciones estándar. 
 
Tabla 5.6. Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo de Scrobicularia plana 





















Tabla 5.6 (continuación). Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo  
                de  Scrobicularia plana durante el ensayo de exposición  
                (Tanque 10 µg L-1). 
 






























Tabla 5.6 (continuación). Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo  
                de  Scrobicularia plana durante el ensayo de exposición  
                (Tanque 10 µg L-1). 
 


























Tabla 5.6 (continuación).Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo  
                de  Scrobicularia plana durante el ensayo de exposición  
                (Tanque 10 µg L-1). 
 





















En la tabla 5.6 se observa que tras un día de exposición a un nivel de 10 µg L-1, se 
produce una acumulación de los analitos en el músculo de los especímenes de entre 7 y 
10 ng g-1 para flumequina, de 7-9 ng g-1 para ciprofloxacina y en el rango de 5-7 ng g-1 
para ibuprofeno. Esta acumulación es inferior a la observada en músculo abdominal de 
P.clarkii al mismo nivel de exposición. La acumulación de FMQ, CPR e IBU es similar 
durante los diecinueve días siguientes. Tras 7 días de depuración, los especímenes 
mantienen niveles de acumulación, en todos los fármacos, oscilando valores entre 4-5 
ng g-1 para flumequina y entre 3-4 ng g-1 ciprofloxacina e ibuprofeno.  
 
La figura 5.13 muestra como la acumulación de flumequina en el músculo de S. 
plana es similar para el tanque 1 y el 2 mientras que en el tanque 3 la acumulación 
aumenta tras siete días de exposición. La misma variación se produce para los tres 
tanques de ciprofloxacina. Por último, cabe destacar, como se aprecia en la figura 5.15, 
que la acumulación de ibuprofeno para los tres tanques es similar. 
 
 
Figura 5.13. Evolución de la acumulación de flumequina en músculo de S.plana durante el ensayo  



















Figura 5.14. Evolución de la acumulación de ciprofloxacina en músculo de S.plana durante el   
         ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
 
 Figura 5.15. Evolución de la acumulación de ibuprofeno en músculo de S.plana durante el   
           ensayo de exposición. (Tanque 10 µg L-1). 
 
En lo que respecta a los especímenes de S.plana expuestos a un nivel de 100  
µg L-1,  en la tabla 5.7 se muestran los valores de concentración correspondientes a diez 













































Tabla 5.7. Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo de Scrobicularia plana 





1	 ND	 ND	 ND	
2	 ND	 ND	 ND	
























               Tabla 5.7. Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo de Scrobicularia plana 
               durante el ensayo de exposición (Tanque 100 µg L-1). 
 

























Tabla 5.7. (continuación). ). Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo  
                de  Scrobicularia plana durante el ensayo de exposición  


























     Tabla 5.7 (continuación).Concentración (ng g-1) de los analitos en músculo de Scrobicularia 
                       plana durante el ensayo de exposición. (Tanque 100 µg L-1). 
 
















Se observa que la acumulación de los tres fármacos es similar a la de músculo 
abdominal de P.clarkii al mismo nivel de exposición, manteniéndose esa acumulación 
de entre 70-90 ng g-1 para los tres fármacos durante los veintiún días de exposición. 
Tras siete días de depuración, se observa que la concentración de flumequina acumulada 
oscila entre 40-60 ng g-1, entre 30-50 ng g-1 para ciprofloxacina y entre 20-40 ng g-1 para 
ibuprofeno. Cabe destacar que hay un resultado anómalo para los tres fármacos en el 
tanque tres que, corresponde al espécimen ocho y para el cual la concentración de FMQ 
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es de 226 ng g, para CPR es de 143 ng g y para ibuprofeno de 103 ng g, y cuyo origen 
se desconoce. 
 
La figura 5.16 muestra como la acumulación de flumequina en el músculo de S. 
plana se diferencia en los días 7 y 21 de los tres tanques. La misma variación se 
produce para los tres tanques de ibuprofeno. Por último, cabe destacar que tal y como se 




Figura 5.16. Evolución de la acumulación de flumequina en músculo de S.plana durante el ensayo  




 Figura 5.17. Evolución de la acumulación de ciprofloxacina en músculo de S.plana durante el ensayo  






































Figura 5.18. Evolución de la acumulación de ibuprofeno en músculo de S.plana durante el ensayo  
                     de exposición. (Tanque 100 µg L-1). 
 
Comparando las figuras 5.13. a 5.15 y 5.16 a 5.18, se observa que el 
comportamiento de acumulación en músculo de los especímenes de S.plana muestra 
una tendencia similar en el caso de flumequina y ciprofloxacina en los dos niveles de 
concentración a los que se han expuestos, con unos resultados homogéneos. Con 
respecto a ibuprofeno, sin embargo, las tendencias de acumulación presentan 
comportamientos diferentes entre bajo y alto nivel de exposición. En el caso de bajas 
concentraciones, este principio activo  alcanza el máximo de acumulación a los 21 días, 
mientras que para concentraciones altas, ese valor se acumula aproximadamente a los 
14 días. Cabe destacar que este comportamiento solamente para los especímenes del 
tanque uno y tres, sin embargo, los organismos del tanque dos presentan el mismo 






El uso de bioindicadores implica que si ha pasado un tiempo suficiente desde la 
exposición a un determinado factor (por ejemplo, la presencia de un determinado 
contaminante), sus efectos pueden no ser directamente constatables. En el caso que nos 
ocupa en esta Memoria, ha quedado demostrado el proceso de eliminación tras una 
exposición más o menos prolongada a ciertos principios activos farmacológicos. Es más 
que probable que, exposiciones menos prolongadas o intensas, en organismos presentes 
en el entorno ambiental objeto de estudio, no muestren la presencia de las sustancias 
contaminantes objeto de estudio. No obstante, los procesos metabólicos en los seres 
vivos pueden llevar a la formación de nuevos compuestos directamente relacionados 
con la sustancia original, los denominados metabolitos. La persistencia de estos 

















constatar la anterior presencia del contaminante aun cuando no fuese detectado como tal 
en el organismo bioindicador. 
 
Por todo ello, se diseñó un ensayo preliminar, a escala de laboratorio muy 
reducida, sometiendo especímenes de P. clarkii a la exposición de “cócteles” binarios 
de flumequina, ciprofloxacina e ibuprofeno de concentraciones relativamente altas, a fin 
de poder detectar fácilmente los posibles metabolitos tras el proceso final de depuración 
tras el ensayo. Simultáneamente, con este ensayo se pretendía constatar la 
metabolización de los principios farmacológicos usados, por parte de los especímenes 
de P. clarkii.  
 
Tras el estudio y análisis de los resultados obtenidos en este ensayo preliminar, 
está previsto profundizar en este tema realizando los correspondientes análisis e 
identificación de posibles metabolitos en todas las muestras procedentes de los ensayos 
de exposición descritos en los apartados anteriores, lo que constituirá una nueva y 
novedosa línea de investigación que se desarrollará en los próximos años. 
 
Los ensayos de exposición se realizaron sobre especímenes de P.clarkii 
capturados en el Parque Nacional de Doñana. La duración de ensayo fue de 50 días de 
los cuales 10 días fueron de aclimatación y depuración, 30 de exposición y los últimos 
10 días de depuración tras la exposición a los principios activos.  
 
Transcurridos los 10 días de aclimatación, se sustituyó el agua de los estanques 
por agua fortificada a 10 mg L-1 en cada uno de los analitos de mezclas binarias 
(ibuprofeno:flumequina, ibuprofeno:ciprofloxacina). El agua de los estanques fue 
renovada cada cuatro días con nueva disolución conteniendo los principios activos en la 
concentración anteriormente indicada.  
 
El ensayo se realizó sobre un total de 10 especímenes, de los cuales 6 se dejaron 
en el tanque de aclimatación (blanco), otros 2 en el tanque que contenía la mezcla 
binaria ibuprofeno:flumequina y los otros 2 en el tanque de la mezcla binaria de 
ibuprofeno:ciprofloxacina. 
 
Una vez completados los ensayos de exposición, tras los diez días de depuración 
posteriores, se procedió a la disección y posterior extracción de los ejemplares tal como 
ya ha sido descrito previamente y se procedió a evaluar la acumulación de los analitos 
ensayados, así como un análisis dirigido en los extractos procedentes de músculo 
buscando los principales metabolitos descritos en la bibliografía para los fármacos 
seleccionados. 
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Como se puede observar en la tabla 5.8, a los diez días de depuración tras la 
exposición, no se detectó ibuprofeno en ninguno de los especímenes, y acumulaciones 
importantes de FMQ y CPR en los especímenes expuestos a ellos. La magnitud de la 
acumulación es acorde a la concentración a la que fueron sometidos. La no detección de 
IBU podría indicar en principio, que este no es fácilmente absorbido por los 




                      Tabla 5.8. Acumulaciones (ng g-1) en músculo de P. clarkii  
                       tras el ensayo de exposición en mezclas binarias  
                       (10 mg L-1). (Para detalles véase el texto). 












                  ND: No detectado 
 
En la tabla 5.9 se puede observar en primer lugar que, como cabía esperar, no se 
detectó ninguno de los metabolitos buscados en el tanque de control, así como no se 
detectaron metabolitos de los principios activos no añadidos en los otros tanques de 
exposición. En el tanque 2 se detectaron los metabolitos seleccionados de flumequina e 
ibuprofeno, excepto el ibuprofeno acilglucurónido, en los dos especímenes sometidos al 
ensayo de exposición. En el tanque 3, tras la exposición a ciprofloxacina e ibuprofeno, 
se detectó en ambos especímenes N-acetil ciprofloxacina, 2-hidroxi ibuprofeno y 3-
hidroxiibuprofeno. Resulta destacable que aun cuando no se detectó IBU, tras el periodo 
de depuración, en los especímenes expuestos a ese principio activo, si se detectaron 
algunos de sus metabolitos, lo que pone de manifiesto la necesidad de este tipo de 











 FMQ CPR IBU 
Tanque 1 










             Tabla 5.9. Identificación de metabolitos seleccionados tras el ensayo de exposición             
de especímenes de P. clarkii a mezclas binarias de flumequina, 
ciprofloxacina e ibuprofeno. (Para detalles véase el texto). 
 










N-acetil ciprofloxacina * * D D 
Sulfo-ciprofloxacina * * * 
Oxo-ciprofloxacina * * * 
2-hidroxi ibuprofeno * D D 
D 
D 
3-hidroxi ibuprofeno * D D 
D 
D 
Ibuprofeno acil glucurónido * * * 




































































































De la presente Tesis se pueden destacar los siguientes aspectos: 
 
1. Se ha optimizado y validado un procedimiento analítico para la extracción y 
determinación simultánea de veintitrés principios activos farmacológicos, 
pertenecientes a muy diversas familias terapéuticas, en músculo abdominal y 
glándula digestiva de Procambarus clarkii. La extracción combina el uso 
simultáneo de una mezcla extractante acetonitrilo:agua y una digestión 
enzimática asistida por energía de microondas a baja potencia. La determinación 
de los extractos se realizó mediante cromatografía líquida de alta resolución 
acoplada a un detector de masas de triple cuadrupolo (HPLC-MS/MS). El 
procedimiento permitió límites de detección entre 0.3 y 6.1 ng g-1 y límites de 
cuantificación entre 1.0 y 9.8 ng g-1. 
 
2. Tomando como punto de partida la metodología descrita en el punto anterior, se 
ha optimizado y validado un procedimiento para la determinación de veintiséis 
principios activos farmacológicos mediante cromatografía líquida de alta 
resolución acoplada a un detector de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo 
(UPLC-MS-qTOF). El procedimiento permitió límites de detección entre 0.09-
2.58 ng g-1 para muestras procedentes de Procambarus clarkii y 0.12-3.29 ng g-1  
para Scrobicularia plana. Los límites de cuantificación oscilaron en los rangos 
0.29-7.15 ng g-1 para P.clarkii y 0.43-8.71 ng g-1 para S. plana. 
 
3. Se usó el método de HPLC-masas triple cuadrupolo para la determinación de los 
analitos seleccionados en especímenes de P.clarkii capturados en el Parque 
Nacional de Doñana durante un periodo de seis años. Algunos de los analitos 
fueron detectados e incluso cuantificados en varios de los puntos de muestreo 
seleccionados, lo que es indicativo de la penetración de la contaminación por 
contaminantes emergentes en ese entorno natural protegido. Se ha intentado 
correlacionar los datos obtenidos con posibles fuentes antropogénicas de 
contaminación. 
 
4. Se sometieron especímenes de P.clarkii y S.plana a ensayos de exposición a una 
mezcla de tres principios activos, flumequina, ciprofloxacina e ibuprofeno, a dos 
niveles de concentración (10 y 100 µg L-1), durante 21 días. Aplicando la 
metodología analítica descrita de masas-cuadrupolo tiempo de vuelo, se evaluó 
la acumulación de las diversas sustancias durante el ensayo de exposición, así 
como su persistencia tras el mismo. 
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5. Se llevó a cabo un ensayo sobre especímenes de P.clarkii, que fueron expuestos 
a mezclas binarias de flumequina, ciprofloxacina e ibuprofeno de concentración 
elevada (10 mg L-1). Tras un periodo de depuración al finalizar el ensayo, se 
constató la persistencia en la acumulación de flumequina y ciprofloxacina y se 
detectaron, en los especímenes expuestos, diversos metabolitos, 
correspondientes a las principales rutas metabólicas, de todos los principios 
activos usados en el ensayo de exposición. 
 
 
 
 
